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Resumo 
Ocorre uma demanda crescente por métodos eficientes e de baixo custo para purificar 
estereoisômeros que formam moléculas quirais, denominados de enantiômeros, nas 
indústrias farmacêutica, de aromas, inseticidas e de aditivos alimentares, onde é freqüente a 
existência desses compostos. Métodos cromatográficos se apresentam como uma 
alternativa importante para a obtenção de enantiômeros com alto grau de pureza, 
especialmente para compostos com atividade biológica, onde grandes diferenças são 
observadas para a bioatividade dos dois enantiômeros. O desenvolvimento de processos 
preparativos, o estudo experimental e a modelagem de colunas onde ocorrem os processos 
de adsorção e eluição que são utilizados em cromatografia dependem em grande extensão 
da determinação experimental precisa de parâmetros fundamentais como a porosidade total 
do leito e das partículas porosas além daqueles relacionados com o equihbrio e a 
transferência de massa Colunas utilizadas na separação de misturas racêmicas de 
moléculas quirais utilizam fases estacionárias que são constituídas de partículas 
micrométricas porosas, sendo o desenvolvimento de processos de separação geralmente 
realizado com base em medidas efetuadas em colunas de pequeno tamanho preenchidas 
com a mesma fase sólida a ser utilizada em colunas maiores, devido à limitada 
disponibilidade de quantidades dos componentes a serem adsorvidos. Um procedimento 
sistemático para a determinação de parâmetros de interesse foi realizado neste trabalho 
utilizando-se o método dos momentos com a utilização de traçadores de diferentes massas 
moleculares e capacidade de adsorção, permitindo a obtenção da porosidade total do 
sistema e da porosidade das partículas da fase estacionária triacetato de celulose 
microcristalina Os coeficientes de dispersão axial e de transferência de massa em fase 
diluída foram determinados para cinco diferentes temperaturas na fàixa de 25°C a 50°C 
utilizando-se injeção em coluna de misturas racêrnicas do anestésico cetamina. Foi também 
determinada a isoterrna de adsorção na temperatura de 25°C e obtidos dados do efeito da 
quantidade de soluto adsorvido no alargamento dos picos cromatográficos. Os resultados 
desse trabalho servem de embasamento para o projeto de sistemas de separação 
preparativos como o de leito móvel simulado. 
Palavras-chave: crornatografia líquida de alta eficiência; massa- transferência; adsorção. 
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Abstract 
There is a growing demand for efficient and low cost methods for the purification of the 
stereoisomers from chiral molecules, named enantiomers, in the manufacturing of drugs, 
flavours, pesticides and food additives, where these compounds are commonly 
encountered. Chromatographic method is considered in nowadays an important alternative 
for the production of enantiomers with high purity, especially for compounds applied to 
biological systerns, which discriminate between the two isomers. The development of 
preparative processes, the experimental study and the modelling of columns where the 
chromatographic processes of adsorption and elution take place depend strongly on the 
experimental determination of some fundamental parameters. These are the total and 
intersticial porosity of the bed of adsorbent particles, and equilibrium and mass transfer 
parameters. Columns employed in the separation of racemic mixtures are packed with 
stationary phases constituted of micrometric porous particles. The development of 
separation processes at preparative scale are accomplished based on measurements made 
with small size columns packed with the same stationary phase. A systematic procedure for 
the determination of parameters was developed in the present work through the method o f 
moments with the utilization of tracers with different molecular weight and adsorption 
capacities, allowing the measurement ofthe total porosity ofthe bed and the porosity ofthe 
particles of the stationary phase microcrystalline celullose triacetate. The coefficients of 
axial dispersion and mass transfer were determined through injections o f racemic ketamine, 
for five different temperatures ranging from 25 to 50°C. The adsorption isotherm was 
determined in the temperature o f 25 °C, and the effect of the amount of injected solute on 
the peak shape was studied The results ofthis work will representa base for the project of 
the experimental conditions o f a preparative simulated moving bed plant. 
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1.1. Os Enantiômeros 
Enantiômeros são isômeros os quais diferem uns dos outros apenas pela maneira 
como os átomos estão dispostos no espaço, mas que são idênticos no que diz respeito às 
ligações atômicas e a sua ordenação nas respectivas moléculas. Os enantiômeros pertencem 
à classe de isômeros também conhecidos como estereoisômeros, cujas moléculas são 
imagens especulares uma da outra, que não se superpõem. Isômeros, cujas moléculas não 
são imagens especulares uma da outra são chamados de diastereoisômeros. A não 
sobreponibilidade de um objeto e a sua imagem num espelho plano determina a existência 
de enantiômeros é também a causa deles possuírem atividade óptica; os enantiômeros 
designam-se, por isso, freqüentemente, isômeros ópticos. 
A propriedade da quiralidade ou assimetria é compartilhada por objetos que não são 
superponiveis a sua imagem especular [Pirkle e Pochapsky, 1990]. As moléculas que não 
são sobreponiveis às respectivas imagens num espelho plano dizem-se quirais [Morrison e 
Boyd, 1983], conforme a representação gráfica mostrada pela Figura 1.1. Quiralidade é a 
condição necessária e suficiente para a existência de enantiômeros. Todas as moléculas 
quirais têm enantiômeros e todas as moléculas ou objetos opticamente ativos são quirais. 
Por outro lado, uma molécula que se superpõe à sua imagem especular é dita aquiral, é 
opticamente inativa e não tem enantiôrnero [Allinger et ai., 1978]. 
A mistura equimolecular de dois enantiômeros é denominada forma racêmica (ou 
também racemato ou mistura racêmica) [Sollomons, 1996], ou ainda par d/[Allinger et 
Dissertação de Mestrado 
ai., 1978]. Uma mistura racêmica é opticamente inativa; misturados os dois enantiômeros, a 
rotação causada pelas moléculas de um dos isômeros, é exatamente anulada por urna 
rotação igual e de sinal contrário, causado por um número igual de moléculas do outro 
[Monison e Boyd, 1983]. 




Figura 1.1 -Representação esquemática de moléculas quirais. 
Urna substância opticamente ativa é aquela que produz rotação do plano da luz 
polarizada. Ao emergir da substância opticamente ativa a luz polarizada apresenta plano de 
vibração diferente do que tinha ao incidir nela. Se a rotação do plano de polarização for 
para a direita, ou seja, no sentido do movimento dos ponteiros do relógio, a substância diz-
se dextrógira (d), (+)ou (R); se a rotação for para a esquerda, ou seja, no sentido contrário 
dos ponteiros do relógio, a substância designa-se levógira ([), (-) ou (S) [Morrison e Boyd, 
1983]. 
1.2. Colocação do Problema 
Em um nível molecular, quiralidade representa urna propriedade intrínseca dos 
"blocos estruturais da vida", tais como aminoácidos e açúcares e, conseqüentemente, os 
peptídeos, proteínas e polissacarideos. Como um resultado, processos metabólicos e 
reguladores intermediários em sistemas biológicos são sensíveis à estereoquímica e 
freqüentemente podem ser observadas respostas diferentes quando comparados às 
atividades dos pares dos enantiômeros [Maier et aL, 2001]. 
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O conhecimento de que grande parte das drogas naturais existe na forma opticamente 
ativa, além de estudos feitos nas ultimas décadas que demonstram diferenças nas atividades 
biológicas entre pares de enantiômeros levaram à conscientização da necessidade de que as 
drogas sintéticas sejam produzidas em sua forma enantiomericamente pura. É comum a 
existência de drogas que apresentam a mesma atividade biológica, mas com potências 
diferentes para cada enantiômero. O uso de tais drogas na forma racêmica é preocupante, 
uma vez que estas normalmente possuem mais de uma atividade biológica e a presença de 
efeitos colaterais não é desejada [Cass et al., 1997J. 
Implicações farmacológicas e farmacocinéticas estão relacionadas à forma como a 
droga age no organismo, ou seja, como entra, interage e deixa o corpo. O elevado grau de 
estereoseletividade de muitos processos biológicos implica que, quando uma mistura 
racêmica é administrada como uma droga, ambos enantiômeros não deveriam ter de ser 
igualmente potentes. De fato, muito freqüentemente um deles representa o isômero mais 
ativo para uma determinada ação, enquanto o outro poderia ser até mesmo ativo, mas de um 
modo diferente contribuindo a efeitos colaterais, exibindo toxicidade, ou agindo como 
antagônico [Maier et al., 2001]. Pode-se citar, como exemplo, o caso da talidomida. Em 
1963 descobriu-se que a droga causava terríveis defeitos congênitos em muitas crianças 
recém-nascidas após a utilização desta droga pelas mães para aliviar as náuseas matinais. 
Mais tarde começaram a aparecer evidências indicando que um dos enantiômeros (R-
enantiômero) tinha o efeito de curar a náusea matinal, enquanto o outro, que também estava 
presente na droga comercial (e em quantidades iguais a da primeira) podia ser a causa dos 
defeitos congênitos [Sollomons, 1996]. A prometazina é um exemplo raro de uma droga 
que apresenta a mesma atividade biológica e potência para ambos os enantiômeros, no que 
concerne a sua atividade anti-histaminica [Cass et al., 1997]. 
Há pares de estereoisômeros em que as diferenças de estrutura e, portanto de 
propriedades entre ambos são tão pequenas que todas as medidas fisicas que se podem 
realizar, apenas a atividade óptica é capaz de distingui-los. A separação de uma mistura 
racêmica para a obtenção de seus enantiômeros apresenta um grande desafio devido às 
propriedades fisicas semelhantes e, por conseqüência, não é possível separá-los por 
métodos tradicionais, tais como: destilação fracionada, cristalização fracionada ou 
cromatografia. Dentro deste contexto, duas rotas são freqüentemente utilizadas para a 
obtenção de enantiômeros opticamente puros: a síntese estereoseletiva e a resolução de uma 
Introdução 3 
Dissertação de Mestrado 
mistura racêmica por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) em fase estacionária 
quiral. 
Embora a síntese assimétrica seja útil para a preparação de grandes quantidades de 
material, o tempo requerido no seu desenvolvimento pode torná-la impraticável e não 
atrativa, especialmente quando se necessita de apenas pequenas quantidades do 
enantiômero. Neste caso, a resolução de uma mistura enantiomérica é preferível e tem-se 
ainda como vantagem a produção dos dois enantiômeros, enquanto a síntese assimétrica 
produz apenas um. Mesmo quando a síntese assimétrica é a opção, faz-se necessário um 
método analítico preciso para a determínação do excesso enantiomérico obtido [Cass et aL, 
1997]. 
Assim, na preparação e análise de drogas quirais, é de vital importância separar suas 
formas enantioméricas [Haginaka, 2002], para obter uma droga com potência adequada e 
reduzir seus efeitos colaterais [Cass et al., 1997]. A indústria se vale de métodos 
descobertos na pesquisa acadêmica que, além de aprimorar os métodos de síntese, tem 
utilizado as técnicas para separação de estereoisômeros, as quais têm se mostrado 
competitivo com os métodos sintéticos. Neste contexto, a cromatografia enantioseletiva em 
fases estacionárias quirais (FEQs) como ferramenta analítica para determinação de 
composições de misturas enantioméricas em estudos biológicos e farmacocinéticos é agora 
uma técnica bem estabelecida. A aplicação do método em uma escala preparativa para 
produção de materiais opticamente ativos em quantidades favoráveis para testes biológicos, 
estudos toxicológicos e até mesmo testes clinicos está ganhando larga aceitação 
[Francotte, 1994]. 
1.3. Relevância do Trabalho 
Drogas quirais, agroquimicos, aditivos em alimentos e fragrâncias representam 
classes de compostos com elevado potencial econômico e científico [Maier et aL, 2001] e o 
interesse no estudo destas classes de compostos tem crescido bastante nas duas últimas 
décadas, sendo a indústria farmacêutica a príncipal responsável pelo grande número de 
pesquisas envolvendo estas classes de compostos. 
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O interesse econômico é a força motriz no desenvolvimento de novas substâncias 
quirais e melhorias tecnológicas relacionados com o assunto [Maier et a/., 2001]. O 
mercado das drogas quirais em 2000 ultrapassou a barreira dos 100 bilhões de dólares 
[Rekoske, 2001]. Algumas dessas drogas são completamente novas, mas muitas são apenas 
enantiômeros puros obtidos de racematos que, hoje, são vendidos como genéricos. 
Agências, tais como a US Food and Drug Administration (FDA), geralmente têm 
como objetivo fundamental regular a eficácia clinica e a segurança do consumidor na 
determinação do que deve ser permitido para comercialização de uma droga [De Camp, 
1989]. Em 1992, um documento de quatro páginas foi publicado pelo FDA's Center for 
Drug Evaluation and Research (CDER) enumerando, pela primeira vez, as diretrizes 
formais de desenvolvimento para drogas estereoisoméricas. O CDER concluiu que, embora 
os princípios ativos tivessem sido previa e prosperamente desenvolvidos as drogas foram 
implementadas como misturas racêmicas e houve vários casos nos quais os enantiômeros 
apresentaram diferentes impactos farmacológicos e toxicológicos, produzindo problemas 
terapêuticos [Reskoke, 2001 ]. 
1.4. Objetivos 
O presente trabalho tem como objetivo o estudo cinético e de equihbrio na separação 
cromatográfica do anestésico cetamina em seus enantiômeros puros utilizando o triacetato 
de celulose microcristalina (MCT A) como fase estacionária quiral. Como objetivos 
específicos a realização de experimentos com soluções diluidas para a caracterização da 
coluna quiral quanto à determinação das porosidades total e do leito, obtenção de dados de 
equihbrio de adsorção linear, de coeficientes de dispersão axial e de transferência de massa; 
e experimentos com soluções concentradas tiveram como proposta a obtenção das 
isotermas de adsorção não-lineares, capazes de descrever de forma satisfatória sistemas em 
que as espécies de soluto presentes competem urnas com as outras pelos sítios de adsorção 
da fase estacionária. O método empregado para a determinação das isotermas foi análise 
frontal. Também foi realizado o estudo dos efeitos de alargamento das bandas 
cromatográficas com o aumento do volume de injeção do soluto na coluna. 
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O presente capítulo tem como objetivo apresentar uma revisão da literatura sobre o 
tema separação cromatográfica de moléculas quirais tendo como um enfoque principal a 
cromatografia quiral e a determinação de parâmetros importantes para um projeto de 
ampliação de escala. 
2.1. Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 
A cromatografia é a técnica de separação pela qual os componentes de uma mistura 
podem ser separados permítindo a amostra ( analito) ser transportada através de um material 
em leito empacotado ifase estacionária) por uma fase móvel fluida [Sewell e Clarke, 
1987]. A separação cromatográfica baseia-se na migração diferencial dos componentes de 
uma mistura, que ocorre devido às diferentes interações entre as duas fases irniscíveis, a 
fàse móvel e a fàse estacionária, e no alargamento de bandas, que é dependente de 
processos fisicos e não da diferença de equihbrio [Casse Dagani, 2001]. 
Em cromatografia líquida, a única exigência é que a amostra seja solúvel na fase 
móvel. Caso contrário, o soluto não pode ser transportado através da coluna pela fase 
móvel. Muitas moléculas bioquirnicas ou são compostos não-voláteis ou são decompostos 
pelo aquecimento, por exemplo, as proteinas, e não podem ser separadas através da 
cromatografia a gàs, mas elas podem ser separadas por cromatografia líquida com uma fase 
móvel adequada [Sewell e Clarke, 1987]. 
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A cromatogra:fia líquida de alta eficiência (CLAE) é um tipo de cromatogra:fia líquida 
que emprega colunas recheadas de materiais especiahnente preparados e uma fase móvel 
que é eluída sob altas pressões. Ela tem a capacidade de realizar separações e análises 
quantitativas de uma grande quantidade de compostos presentes em vários tipos de 
amostras, em escala de tempo de poucos minutos, com alta resolução, eficiência e 
sensibilidade [Guimarães e Collins, 1997]. 
Os aparelhos empregados em CLAE, mostrados esquematicamente na Figura 2.1, são 
chamados de cromatógrafos a líquido. Eles se caracterizam por terem os seguintes 
componentes [Ciola, 2000]: 
• Reservatório e sistema de bombeamento da fase móvel; 
• Sistema de introdução da amostra (injetor); 
• Coluna crornatográ:fica; 
• Sistema de detecção (um ou mais detectores); 
• Sistema de registro e tratamento de dados. 
Bomba Medídorde \ 
F pressão ) 
i ~ Injetor 
Fase móvel 
Coluna 
Riad o r j Detector I 
I I J 
Figura 2.1- Esquema básico de um equipamento de CLAE (Adaptado de Casse Degani, 
2001). 
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Em cromatogra:fia líquida, a força da gravidade ou bombas peristálticas são usadas 
para forçar a fase móvel atravessar a coluna. Na CLAE, uma bomba capaz de fornecer fase 
móvel a uma pressão de até 6000 psi é usada. Na eluição isocrática, um único eluente é 
empregado e fornecido por uma única bomba. Na eluição gradiente é aumentado à força da 
eluição da fase móvel durante a corrida crornatográ:fica para encurtar o tempo de eluição do 
componente da amostra mais fortemente retida. Isto pode ser feito por meio de um passo 
gradiente ou gradiente contínuo. Em um passo gradiente, a fase móvel é abruptamente 
trocada de um solvente por outro, enquanto que em um gradiente contínuo, a força de 
eluição da fase móvel é gradativamente modificada pela mistura com o segundo solvente 
com o primeiro em várias proporções durante o curso da corrida cromatográ:fica. Cada 
eluente deve ter uma bomba índependente ou, alternativamente, válvulas proporcionais 
devem ser utilizadas com uma única bomba [Fausnaugh, 1990]. 
A migração diferencial ou movimento de um componente índividual através da 
coluna depende do equihbrio de distribuição de cada componente entre as fases estacionária 
e móvel. Portanto, migração diferencial é determínada pelas variáveis experimentais que 
afetam a distribuição: composição da fase móvel, composição da fase estacionária e 
temperatura de separação. Em princípio, a pressão dentro da coluna também afeta o 
equihbrio de distribuição e a migração diferencial. De fato, efeitos de pressão são 
desprezíveis a pressões de coluna habituais, isto é, entre 500 a 3000 psi [Snyder e 
Kirldand, 1979]. 
A íntrodução da amostra na coluna leva, se bem executada, menos de um segundo. À 
primeira vista, a largura de todos os picos deveria ser a do tempo gasto na ínjeção. Porém, 
tal fato não ocorre devido a uma série de processos de transporte de matéria, provocado 
pelas características da fase móvel e pelas propriedades das partículas da fase estacionária 
(diâmetro, forma fisica, natureza, eficiência da coluna, tecnologia do empacotamento, 
espessura, rugosidade da superficie do tubo, etc.). Os picos às vezes se alargam muito, 
acarretando uma perda da separação e conseqüentemente uma péssima resolução da análise. 
Entretanto, deve-se notar que, nessa segunda classe de fenômeno (alargamento das bandas), 
os fatores que regem a migração diferenciai não afetam o alargamento da distribuição 
molecular dentro da coluna; eles afetam somente sua velocidade relativa de movimentação 
[Cio la, 2000]. 
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2.2. Resolução de Moléculas Racêmicas por Cromatografia Liquida 
Devido a grande semelhança observada nas propriedades fisicas dos enantiômeros 
não é possível separá-los um do outro, por métodos tradicionais de separação. Nem por 
destilação fracionada, pois os respectivos pontos de ebulição são idênticos; nem por 
cristalização fracionada, devido às solubilidades dos enantiômeros em dado solvente serem 
idênticas (a menos que o solvente seja opticamente ativo); nem por crornatografia, porque 
eles são adsorvidos com igual força por um dado adsorvente (a menos que este seja 
opticamente ativo). A separação dos dois enantiômeros de urna mistura racêmica - ou 
resolução dessa mistura racêmica - constitui, por conseqüência urna tarefa cuja realização 
exige um método especial[Morrison e Boyd, 1983]. 
Os métodos de separação quiral usando técnicas de crornatografia liquida podem ser 
divididas em duas categorias: urna é o método indireto, na qual é baseado na fonnação de 
um diastereoisômero pela reação com um reagente quiral. O outro é o método direto, no 
qual é baseado na formação de um diastereoisômero em urna fase estacionária ou em urna 
fase móvel [Haginaka, 2002). 
O método indireto de separação quiral envolve a smtese de diastereoisômeros por 
urna agente quiral seguido por crornatografia em urna coluna aquiral. O método direto 
envolve separação de drogas racêmicas em seus correspondentes enantiômeros usando urna 
fase estacionária quiral. Métodos diretos baseados em FEQs são preferidos já que é um 
método rápido e satisfatório para resolução de racernatos tanto na escala analítica quanto na 
escala preparativa [Aboul-Enein, 2001]. A Figura 2.2 apresenta as duas possíveis rotas 
para obtenção de compostos enatiomericamente puros. 
Rota racêmica 
-=- Mistura r I 
racêmica L_ I 
Rota quiral 
Enantiômero (+)I Smtese 
I estereoseletiva Enantiômero (-) 
Figura 2.2- Preparação de enantiômeros (Adaptado de Francotte, 1994). 
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As principais vantagens das técnicas cromatográ:ficas são: aplicação a uma larga 
variedade de estruturas racêmica; ambos enantiômeros são usuahnente obtidos; elevado 
grau de pureza óptica dos enantiômeros isolados; rápida e fácil realização e separação de 
enantiômeros de misturas racêmicas com características especiais como compostos que não 
podem ser derivatizados (hidrocarboneto), o qual é facilmente racemizado ou tem um tipo 
incomum de quiralidade (isto é, quiralidade do tipo helicoidal). Entretanto, como todos os 
métodos, a rota cromatográfica sofre de certas desvantagens, tais como: alto custo da fase 
estacionária; alta condição de diluição; consumo de uma larga quantidade da fase móvel e 
dificuldades associadas ao reciclo da fase móvel. Estes são obstáculos para o 
escalonamento, mas a uma grande extensão tem sido superado graças a recentes melhorias 
em técnicas cromatográficas e o desenvolvimento de novas, e relativamente baratas, fases 
estacionárias quiTais para propósitos preparativos [Francotte, 1994]. 
2.3. Cromatografia Líquida Quiral 
A obtenção de enantiômeros puros representa um grande desafio devido às 
propriedades termodinâmicas dos mesmos. A resolução direta de enantiômeros é possível 
desde que exista reconhecimento quiral entre a mistura racêmica e o seletor quiral. Este 
seletor quiral deve associar-se preferencialmente a um dos enantiômeros, e tanto pode estar 
ancorado à fase estacionária como pode ser um aditivo adicional a fase móvel. No segundo 
caso, a fase estacionária não precisa ser quiral [Casse Degani, 2001). 
Para que enantiômeros sejam separados cromatograficamente em uma FEQ, duas 
condições devem ser cumpridas: adsorbatos diastereoisoméricos devem ser formados pela 
FEQ e pelo menos um dos enantiômeros analitos e estes têm de diferir em suas energias 
livres de formação. Adsorbatos diastereoisoméricos são formados como resultado de uma 
ou mais interações atrativas entre a FEQ e o enantiômero analito, pela exclusão do 
enantiômero analito pela fase móvel ou por difusão passiva do enantiômero analito em uma 
matriz quiral [Pirkle e Pochapsky, 1989]. As diferenças em estabilidade destes adsorbatos 
diastereoisoméricos levam a diferentes tempos de retenção dos enantiômeros na coluna. O 
enantiômero que forma o complexo menos estável elui primeiro. A diferença de energia 
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livre de formação dos adsorbatos diastereoisoméricos formados deve ter um valor 
satisfatório para que ocorra separação [Casse Degani, 2001]. 
Reconhecimento quiral, em termos cromatográficos, significa interação preferencial 
de um enantiômero de uma substância com um enantiômero de uma outra. O 
reconhecimento quiral requer um mínimo de três interações simultâneas entre a FEQ e pelo 
menos um dos enantiômeros (three point rule ), com pelo menos uma destas interações 
sendo estereoquimicamente dependente [Pirkle e Pochapsky, 1989]. O entendimento de 
como e onde ocorre o reconhecimento quiral por uma molécula seletor quiral pode prover 
importante informação com respeito à estimativa da magnitude qualitativa da 
enantioseparação, tipos de analitos separáveis em um determinado seletor, previsibilidade 
de ordem de eluição e condições crornatográficas apropriadas [Maier et al., 2001]. 
2.3.1. Fase Estacionária Quiral 
2.3.1.1. Histórico 
O crédito para a primeira resolução de enantiômeros de uma mistura racêmica foi 
para Louis Pasteur que, em 1848, separou manualmente os cristais não-idênticos de 
enantiômeros do amônio tatarato de sódio. Em 1874, Le Bel e Van't Hoff 
independentemente, propuseram que o átomo de carbono assimétrico seria o responsável 
pela quiralidade de combinações orgânicas. Le Bel favoreceu um arranjo piramidal 
quadrado de substituintes ao redor de um átomo de carbono enquanto que Van't Hoff 
postulou corretamente um arranjo tetraédrico em tomo de um átomo de carbono central 
[Pryde, 1989]. 
O potencial para separação de enantiômeros através do uso de adsorventes quirais não 
racêmicos a muito tem sido reconhecido com várias tentativas de adsorção enantioseletiva 
sendo informada nos anos vinte do século passado, inclusive a observação de rotação óptica 
induzida em soluções racêmica de tintas usadas para tingir lã. Estas tentativas foram feitas 
invariavelmente usando adsorventes poliméricos quirais naturais como lã e celulose ou 
outros polissacarideos [Pirkle e Pochapsky, 1989]. 
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Colunas cromatográ:ficas utilizando a lactose como adsorvente foi empregada 
prosperamente por Henderson e Rule (1939) para a resolução de uma cãnfora racêmica e 
por Prelog e Wieland (1944) para a resolução de base de Trõger (Pryde, 1989J. 
O uso de polímeros quirais naturais como um adsorvente enantioseletivo tem sido e 
continua sendo uma rota extensamente utilizada. Tais adsorventes têm com vantagem o 
baixo custo e ampla disponibilidade e normalmente não necessitam de muito no tempo de 
preparação. Entretanto, adsorventes biopolíméricos às vezes tendem a ter pobres 
propriedades mecânicas e cromatográficas. Estes materiais possuem pobre propriedade 
mecânica e sua alta polaridade e estrutura porosa proporciona um comportamento cinético 
desfavorável. Uma rota alternativa requer o uso de FEQ sintética preparada para um tipo 
específico de separação. Esta rota fornece fuses estacionárias com boas propriedades 
mecânicas e cromatográficas. Tentativas para melhorar as propriedades cromatográ:ficas e 
enatioseletivas da celulose têm se concentrado na derivatização dos grupamentos hidroxilas 
para diminuir a polaridade do material e prover um aumento na interação entre FEQ e 
enantiômero analito (Pirkle e Pochapsky, 1989). 
2.3.1.2. Tipos de Fases Estacionárias Quirais 
As FEQs podem ser classíficadas de uma maneira geral como um dos cinco grupos 
abaixo, dependendo dos processos de reconhecimento quiral que operam durante a 
separação [Heard e Brain, 1994]: 
• Tipo I- Fases do tipo Pirkle; 
• Tipo II Fases com polissacarídeos helicoidais (Helical polysaccharide phases -
HPP); 
• Tipo III- Fases com cavidades quirais (Chiral cavity phases); 
• Tipo IV - Complexação ternária do ligante; 
• Tipo V - Proteínas. 
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Fase tipo Pirkle 
Pirkle ( 1979) relatou que para resolução quiral acontecer deve haver pelo menos três 
interações simultâneas entre uma FEQ e um enantiômero soluto, por isso uma ou mais 
interações devem ser estereoquimicamente dependentes. Interações típicas envolvídas no 
processo de reconhecimento quiral são interações de tipo n-n, ligações de hidrogênio, 
dipolo-dipolo, interações hidrofóbicas e estéricas (Figura 2.3). O entendimento detalhado 
das interações entre a FEQ e o soluto enantiomérico conduz à possibilidade de predizer a 
ordem de eluição de enantiômeros indivíduais [Pryde, 1989]. 
Baseado nos resultados obtidos na primeira geração de fases qurrrus, Pirk.le 
desenvolveu urna teoria de reciprocidade que diz: "A interação diastereoisomérica que 
permite a urna coluna derivada de um dado composto quiral A resolver uma determinada 
mistura racêrnica B também permite à coluna derivada do composto B resolver a mistura 
racêrnica A". Este fato levou ao surgimento da segunda geração de fases estacionárias 
quirais de Pirkle, derivadas de N-(3,5-dinitrobenzoil) aminoácidos (n-ácido, in nature) 
[Casse Degani, 2001]. 
Ligação de hidrogênio 
Impedimento e~~ r-..., 
o ,o I I H, 
--....--.... rttl= 111 -0-Si~- 1 ': N-N - L _ _J I 





Interação n-n N02/ 
Figura 23 - Representação de fase estacionária do tipo Pirkle e as suas interações com o 
so!uto. 
A terceira geração de fases quirais de Pirk.le (n-básica, in nature) foi resultado direto 
da teoria de reciprocidade [Casse Degani, 2001]. As fases n-receptor mais freqüentemente 
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utilizadas são derivadas do aminoácido fenilglicina (DNBPG) ou leucina (DNBLeu) 
covalentemente ou ionicamente ligada ao gel de 3-aminopropilsílica. Estas fàses são 
comercialmente disponíveis tanto para separações analíticas quanto para separações 
preparativas de enantiômeros [Frnncorte, 1994]. 
Fase com polissacarideos helicoidais (HPP) 
Fases do tipo HPP funcionam por uma combinação de reações complementares entre 
o enantiômero soluto e o polissacarideo imobilizado, geralmente celulose ou amilose, cujas 
estruturas são mostradas na Figura 2.4. A enantiodiscriminação é obtida através da 
formação de complexos de inclusão estereoespecíficas em cavidades quirais que surgem da 
estrutura helicoidal do polissacarideo [Heard e Brain, 1994]. 
Celulose Amilose 
Figura 2.4 - Estrutura química da celulose e amilose. 
A celulose e amilose têm fornecido fases estacionárias notavelmente versáteis e 
extremamente poderosas tanto para fins analíticos como para fins preparativos. É bem 
estabelecido que a enantioseletividade destas fases varia fortemente com o tipo de grupo 
derivatizado ligado à molécula de glicose do polissacarideo. Esta característica tem sido 
extensivamente explorada para modular a habilidade de reconhecimento quiral destas fases 
estacionárias baseadas em polissacarideos (Francotte e Huynh, 2002]. 
O derivado de celulose mais utilizado para separações em uma escala preparativa é 
triacetato de celulose microcristalina (MCTA) [Francotte, 1994], no qual é produto da 
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acetilação heterogênea da celulose microcristalina (Figura 2.5). Sob estas condições, parte 






Figura 2.5 - Estrutura do MCT A. 
Esta fase estacionária é capaz de separar enantiômeros pertencentes a muitas classes 
de compostos orgânicos [Okamoto et ai., 1984a], incluindo materiais destituídos de 
substituintes aril e moléculas carentes de grupos reativos, isto é, hidrocarbonetos [Koller et 
al, 1983]. 
Hesse e Hegel (1973) foram os primeiros a mostrar a importância da estrutura 
secundária do MCTA para o poder de separação. Porém, eles diferenciaram o MCTA 
somente entre estruturas amorfus e estruturas parcialmente ordenadas (cristalina). Eles 
concluíram que o polímero estruturalmente ordenado é mais efetivo que sua forma amorfu, 
e que a interação primária entre a matriz do polímero e enantiômeros de baixa massa 
molecular é a formação de complexos de inclusão [Francotte et ai., 1985], onde o 
mecanismo de reconhecimento quíral proposto por Hesse e Hegel considera a formação de 
complexos de inclusão entre o enantiômero soluto e as cadeias helicoidais do triacetato de 
celulose, como apresentado na Figura 2.6 [Pryde, 1989]. 
Figura 2.6 - Mecanismo de reconhecimento quíral proposto por Hesse e Hagel. 
Capítulo 2 -Revisão bibliográfica 15 
Dissertaçi!o de Mestrado 
Hesse e Hagel (1973) também afirmaram que o reconhecimento quiral pelo triacetato 
de celulose é perdido após recristalização do material, presumidamente pela destruição das 
cavidades qcirais na estrutura helicoidal do polissacarídeo. Como o mecanismo da seleção 
quiral em colunas de triacetato de celulose não é bem entendida, resolução de racematos em 
materiais de celulose continua sendo empirica. Entretanto, apesar disto, o material tem sido 
usado para urna larga fuixa de separações em escalas analíticas e preparativas [Pcyde, 
1989). 
Fases com cavidades quirais 
Fases do tipo cavidade quiral possuem mecanismo primário de reconhecimento quiral 
baseado na complexação de inclusão estereoespecífica de uma molécula do soluto em uma 
molécula de cavidade orientada relativamente grande que é ligado à fase estacionària 
[Heard e Brain, 1994]. 
Fases estacionàrias do tipo cavidade quiral foram desenvolvidas utilizando 
ciclodextrinas, os quais são oligossacarídeos cíclicos, produzidos a partir do amido, sob 
ação de enzimas, e podem ser obtidos contendo de seis a doze unidades de glicose, mas 
somente aquelas contendo seis (a), sete (~) ou oito (y) unidades são comercialmente 
disponíveis (Figura 2.7) [Cass e Degani, 2001]. Ciclodextrina exibe a propriedade de 
formar complexos de inclusão estàveis nas suas cavidades altamente hidrofóbicas com uma 
extensa variedade de moléculas. O tamanho das cavidades, na qual diferem para a-, ~- e y-
ciclodextrinas, e o substituinte na ciclodextrina representam um importante papel na 
determinação da habilidade para complexar uma molécula definída [Francotte, 1994], 
onde a ~-cilcodextrina (13-CD) é a ciclodextrina mais aplicada O arranjo cíclico da 13-CD 
eleva as cavidades quirais nas quais moléculas de diferentes estruturas podem ser incluídas 
[Carbera e Lubda, 1994]. 
Inicialmente, fases estacionàrias utilizando a ciclodextrina foram desenvolvidas sem 
nenhuma derivatização. Entretanto, derivatizações com outros grupos, tais como, ésteres, 
éteres e carbarnatos ligados em silica também se tomaram FEQs de sucesso [Cass e 
Degani, 2001], os quais apresenta boa performance em uma escala analítica. Aplicações 
preparativas usando a ciclodextrina como seletor quiral foram implantados em polimeros 
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obtidos por ligações cruzadas de ciclodextrina com bis( epoxipropil) etilenoglicol e nos 
materiais de sílica modificada Cyclobond I e ChiraDex [Francotte, 1994]. 
OH 
o 
Figura 2.7- Estrutura das ciclodextrinas a, J3 e y (n igual a 1, 2 e 3, respectivamente). 
Complexação de ligantes ternários 
Fases do tipo IV envolvem a formação de complexos quelatados reversíveis do tipo 
geral: ligante quiral - íon metálico - soluto quiral. Neste tipo de FEQ o ligante, 
freqüentemente um aminoácido, é ligado à fase estacionária via uma longa cadeia alquil 
[Heard e Brain, 1994), como mostrado na Figura 2.8. 
Modelos desenvolvidos para descrever a enantioseletividade deste tipo de FEQ 
envolvem a presença de um complexo multicomponente contendo um íon metálico central 
(normalmente Cu2+ ou Ni2l complexados por duas moléculas quirais bi:funcionais 
quelatadas. Uma ou mais moléculas completam a primeira solvatação esférica do íon 
metálico. Se os quelatores são aminoácidos, os grupos amino e carboxílicos dos dois 
quelatores são organizados equatorialmente ao redor do íon metálico de maneira alternada. 
Se um dos quelatores quirais está ligado a um suporte, a FEQ pode formar adsorbatos 
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diastereoisoméricos com enantiômeros analitos. As relativas estabilidades dos adsorbatos, 
se diferentes, conduzem a separações cromatográficas dos enantiômeros analitos. Se a fase 
estacionária é aquiral, mas um quelator enantiomericamente enriquecido está presente na 
fase móvel (aditivo quiral de fase móvel), a separação do enantiômero ainda pode ser 
obtida por particionamento diferencial dos complexos diastereoisoméricos entre a fase 
estacionária (normalmente um suporte de fase reversa) e a fase móvel !Pirlde e 
Pochapsky, 1989j. 
, (CH2) 16-sílica 
wndecobre Q 
0.:;,. /0,,, \ ,,''N .....________ 
H y 'Cu2+ hexadecilprolina 
'c ,, c 
J 'fit··f' '''o ......... ~o 
R~ 
aminoácido enantiômero 
Figura 2.8 - Complexação ternária estereoseletiva 
Proteínas 
Uma grande quantidade de FEQs tem sido desenvolvida pela imobilização de 
proteínas ou enzimas tais como albumina de soro bovino (ASB) ou humano (ASH), 
glicoproteinas a1-ácida e a-quimotripsina em sílica gel. Estas FEQs normalmente operam 
sob condições de fuse reversa [Francotte, 1994]. Nesta classe de FEQ, a separação ocorre 
devido a interações estereoespecíficas entre o soluto e proteína imobilizada. Desvantagens 
particulares desta classe de FEQs correspondem à instabilidade com solventes orgânicos e 
com pH extremos. Além disso, este tipo de fase estacionária possui baixa capacidade e não 
pode ser utilizado modo preparativo [Heard e Brain, 1994]. 
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2.3.1.3. Fases estacionárias baseadas em polissacarídeos 
As FEQs normalmente consistem em pequenas moléculas quirais ou polímeros 
quirais imobilizados em um suporte como sílica gel. Os polímeros também podem ser 
usados como gel poroso [Yashima, 2001]. Em sistemas cromatográficos com FEQs de 
pequenas moléculas, o mecanismo de reconhecimento quiral pode ser estimado através de 
estudos de espectroscopia na interação entre o composto quiral usado na FEQ e o composto 
a ser resolvido. Por outro lado, no sistema em que as FEQs forem polímeros, o 
entendimento do mecanismo de reconhecimento quiral em um nível molecular é 
usualmente dificultado porque em muitos casos as estruturas estéricas exata dos polímeros 
não são disponíveis. Entretanto, FEQs poliméricas são interessantes porque seu 
reconhecimento quiral depende da alta ordem estrutural do polímero [ Okamoto et al., 
1991], e então é dificil de predizer o reconhecimento quiral deles somente a partir de uma 
unidade monomérica [Okamoto e Kaida, 1994]. 
Celulose e amilose são os polímeros naturais opticamente mais acessíveis. Estes 
polissacarídeos mostram reconhecimento quiral, mas não fornecem FEQs de grande 
utilidade prática. Entretanto, suas derivatizações fornece FEQs com alto reconhecimento 
quiral que podem separar uma larga faixa de compostos racêmicos em enantiômeros 
[Okamoto e Kaida, 1994]. Estas FEQs foram estudadas extensivamente como seletores 
quirais cromatográficos nas duas últimas décadas e, como resultado, elevadas quantidades 
de FEQs têm sido desenvolvidas e utilizadas em resoluções enantioméricas por CLAE 
[Haginaka, 2002]. Algumas destas FEQs são disponíveis comercialmente, como 
apresentado na Tabela 2.1 [Francotte, 2001]. Esta evolução é atribuída principalmente à 
necessidade de se obter formas enantioméricas opticamente puras de compostos quirais 
biologicamente ativos. 
Os derivados de polissacarídeos, particularmente os carbamatos de celulose e amilose 
são os mais empregados como FEQs em CLAE. A grande vantagem destas fases quirais, 
quando comparadas com as fases quirais dos outros tipos, é que uma maior variedade de 
classes de compostos quirais podem ser eficientemente resolvida [Cass et aL, 1997]. 
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Tabela 2.1- Fases estacionárias baseadas em polissacarideos mais utilizadas atualmente 
para separações em escala preparativa 
Nome 
Triacetato de celulose microcristalina 
Tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose 
Tris( 4-metilbenzoato) de celulose 
Tribenzoato de celulose 
Tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose 
Tris[(S)-feniletilcarbamato] de amilose 








A grande versatilidade do MCT A, a capacidade na saturação, seletividade, boa 
estabilidade mecânica e os baixos custos de preparação, quando comparadas com outras 
fases quirais, têm contribuído para a extensão do uso deste adsorvente, até mesmo se eles 
possuem algumas limitações práticas [Francotte, 1994; Miyabe e Guiochon, 1999]. 
O triacetato de celulose pode ser usado tanto no estado microcristalino expandido 
("swollen state") quanto como uma camada de cobertura em partículas porosas de sílica 
Ambos os tipos possuem comportamentos cromatográficos diferentes [Rizzi, 1989a]. O 
triacetato de celulose no estado microcristalino expandido é obtido pela acetilação 
heterogênea da celulose microcristalina e subseqüente expansão em álcool em ebulição, por 
exemplo, etanoL É assumida a formação de algum tipo de complexo de inclusão com vários 
tipos de analitos nas cavidades quirais da fase estacionária microcristalina expandida 
[Rizzi, 1989b]. Elevada enantioseletividade para muitos grupos de compostos e elevada 
capacidade na saturação são as principais vantagens deste adsorvente. Entretanto, o grande 
alargamento das bandas normalmente observado em separações cromatográficas resulta em 
baixa eficiência e limita o uso deste material para propósitos analíticos [Rizzi, 1989c]. 
O sucesso do MCT A como fase estacionária quiral foi atribuído à sua própria 
ordenação estruturaL Seria esperado, por essa razão, que a dissolução do MCTA em um 
solvente conduziria a uma perda de seu poder de resolução. Contudo, quando o MCT A é 
depositado em sílica gelem solução, não somente continuou apresentando reconhecimento 
quiral, mas mostrou diferente resolução quiral [Ok.amoto et aL, 1984b]. Base de Trõger, 
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por exemplo, em MCTA padrão, o (-)-isômero é eluído primeiro, enquanto que, quando 
suportado em sílica gel, o (+)-isômero elui primeiro. Resultados semelhantes foram 
divulgados para outros racematos [Shibata et aL, 1986]. Esta mudança no reconhecimento 
quiral é atribuída a diferentes conformações do triacetato de celulose. Este resultado 
claramente indica que a habilidade de resolução óptica de FEQs poliméricas depende 
enormemente de sua elevada ordem estrutural [Okamoto e Kaida, 1994]. 
O MCT A não é estável em todos os solventes. Metano I, etanol, 2-propanol e misturas 
destes álcoois com água ou hidrocarbonetos são as fases móveis mais utilizadas. Isto 
porque a enantioseletividade do MCT A somente é ativada no estado microcristalino 
expandido [Seidei-Morgenstem e Guiochon, 1993a]. 
2.3.2. Fase Móvel 
Na cromatografia líquida as espécies que estão sendo analisadas sofrem enorme 
influência da fase estacionária e, ao mesmo tempo, as propriedades destas são 
continuamente influenciadas pela fase móvel [Ciola, 2000]. 
As principais características que as fases móveis utilizadas em CLAE devem 
apresentar são [Guimarães e Collins, 1997]: 
a) ser de alto grau de pureza e de fácil purificação; 
b) dissolver a amostra sem decompor os seus componentes; 
c) não decompor ou dissolver a fase estacionária; 
d) ter baixa viscosidade; 
e) ser compatível com o tipo de detector utilizado; 
f) ter polaridade adequada para permitir uma separação conveniente dos componentes 
da amostra. 
Segurança, custo, manipulação após a separação (reciclo e evaporação) são outros 
fatores que também estão diretamente relacionados com a escolha da fase móvel 
[Francotte, 2001]. 
A escolha da fase móvel é ponto crítico para separações de enantiômeros de cunho 
preparativo, na qual exerce influência direta no rendimento. Parâmetros importantes, tais 
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como seletividade da separação, tempo de retenção e solubilidade do racemato, apresentam 
alta sensibilidade com relação às mudanças de composição da fase móvel. Outros 
parâmetros, como por exemplo, a resolução também pode ser afetada pela fase móvel. Este 
é o caso particular para fases baseadas em polissacarideos. Em alguns casos, o impacto da 
fase móvel é tão forte que mudanças na composição da fase móvel causam uma inversão da 
ordem de eluição. Por esta razão, antes de executar uma separação preparativa é 
recomendado estabelecer a ordem de eluição de ambos enantiômeros sob as mesmas 
condições como as solicitadas para a separação preparativa. Isto pode ser feito por detecção 
polarimétrica ou por injeção de enantiômeros individuais. Porém, este estudo deve ser 
interpretado cuidadosamente porque, para alguns compostos quirais, o sinal da rotação 
óptica pode inverter com a mudança do solvente [Francotte, 2001]. 
Devido a um grande número de FEQs baseadas em polissacarideos possuírem maior 
ou menor solubilidade em solventes orgânicos, uma série de FEQs tem sido imobilizadas 
através de um tratamento fotoquímico ou térmico das fases cobertas baseadas em 
polissacarídeos, esquematicamente mostrado na Figura 2.9. 
~o R 
Figura 2.9- Processo de imobilização de FEQs baseado em polissacarideos. 
Pela simples aplicação de uma destas duas técnicas, a imobilização ocorrerá 
presumivelmente pela ligação cruzada das cadeias do polissacarideo o qual, dependendo do 
tipo de processo térmico ou fotoquímico empregado um será mais eficiente que o outro 
[Francotte e Huynh, 2002; Francotte, 2001]. Separações cromatográficas dos 
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enantiômeros da imida tetracíclica em tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) coberta em sílica gel, 
como exemplo, antes e após imobilização usando fase móvel convencional consistindo em 
uma mistura de hexano/2-propanol 90/10 (v/v) pode ser mais ou menos resolvido 
favoravelmente. Entretanto, usando a fase estacionária imobilizada com clorofórmio na fase 
móvel (heptano/clorofórmio 25/75 (v/v)), um aumento na seletividade é observado, a 
separação é mais rápida, e a solubilidade da amostra pode ser aumentada de um fator de 
300-500 (Francotte, 2001]. 
2.4. Transferência de Massa em Colunas Cromatográjicas 
2.4.1. Cinética de transferência de massa em colunas cromatográjicas 
O comportamento de um sistema cromatográfico é governado por três fenômenos 
básicos e a modelagem de cromatografia de multicomponentes significa associar uma 
equação matemática a cada um destes fenômenos. Os três fenômenos que governam um 
sistema cromatográfico são [Schulte et aL, 1997]: 
• A termodinâmica de adsorção, descrito pelas isotermas de equihbrio as quais fornecem 
a composição na fase estacionária com relação a composição na fase móvel quando o 
equihbrio é atingido, a uma dada temperatura. Para cada FEQ diferente a capacidade de 
saturação enantioseletiva individual pode ser obtida da isoterma. 
• A hidrodinâmica da coluna, isto é, as propriedades do fluxo através do meio poroso. 
"' A cinética de transferência de massa. 
Os processos cromatográficos podem ser descritos por vários modelos matemáticos, 
os quais tem sido extensivamente discutido na literatura O modelo geral da cromatogra:fia 
consiste em duas equações de balanço de massa para cada componente, um para a fase 
móvel que escoa através do leito de partículas, a outra para o interior das partículas, 
envolvendo a fase móvel e a monocamada adsorvida. [Guiochon, 2002]. 
Para escrever as equações deste modelo, assume-se que [Kaczmarski et aL, 2002; 
Cremasco et aL, 2001]: 
1. o processo no leito fixo para multicornponentes é isotérmico; 
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2. a fase móvel é uma solução diluída; 
3. a velocidade da fase móvel é constante; 
4. o leito é empacotado com partículas de adsorvente porosas, esféricas e de tamanho 
uniforme; 
5. o gradiente de concentração na direção radial do leito é desprezível; 
6. existe um equilibrio local para cada componente entre a superficie porosa e a fase fluída 
estagnada nos macroporos; 
7. o coeficiente de dispersão axial é constante; 
8. difusão intraparticular é descrita pela difusão no poro. Para um sistema com isoterma 
linear, a difusão na superficie, se importante, pode ser agrupado a difusão no poro; 
9. transferência de massa externa do líquido para os poros é descrita pela transferência de 
massa no filme. 
Baseado nestas hipóteses as seguintes equações para o modelo geral são obtidas 
[Guiochon, 2002; Kaczmarski et ai., 2002; Cremasco et aL, 2001): 
(a) Balanço de massa do componente i na fase móvel 
ac ac a2c 6kf ( ) s-+u-=sD1 --(1-s)- c-qj at az az 2 D r=Rp p (2.1) 
onde c é a concentração do soluto na fase móvel dentro das partículas e q é a concentração 
do soluto nos poros das partículas, z e t são as coordenadas espaciais e de tempo, 
respectivamente, sé a porosidade do leito, eu é a velocidade superficial da fase móvel, Dr 
é o coeficiente de dispersão axial, kf é o coeficiente de transferência de massa externo, e Dp 
é difusividade nos poros, r é a coordenada radial e Rp é o raio da partícula. 
(b) Balanço de massa do componente i na fase sólida 
[ ]aq 1 a ( 2 aq) s -(1-s )K -=s D -- r -
p p p at p p r 2 ar àr (2.2) 
onde Sp é a porosidade das partículas e Kp é a constante de equilibrio de adsorção linear. 
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(c) Condições iniciais e de contorno 
As condições iniciais e de contorno que descrevem a injeção de um pulso em uma 
coluna cromatográ:fica são dadas como se segue: 
z= O; c= c0; (2.3) 
z= c= co; (2.4) 
z> O; c= c0; (2.5) 
z=L; c= O; (2.6) 
r 2: O; t= O; q =O; (2.7) 
(2.8) 
(2.9) 
onde tp corresponde ao tempo de injeção de um pulso cromatográ:fico. 
Uma simplificação para o modelo geral, também conhecido como modelo do 
equilibrio dispersivo, pode ser obtida assumindo que a transferência de massa entre a fase 
móvel que escoa através do leito e as partículas é infinitamente rápida [Gritti et aL, 2003a; 
Guiochon, 2002]: 
(2.9) 
Em casos nos quais as resistências à transferência de massa, embora não seja muito 
importante, não possam ser desprezadas, é comum o uso do modelo do transporte 
dispersivo. Este modelo assume que a taxa da variação da concentração na fase estacionária 
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é proporcional a diferença entre a concentração de equilibrio do soluto na fase estacionária, 
q* (quando em equilibrio com a concentração na fase móvel) e a atual concentração: 
õq =k (q* 
ot m (2.10) 
onde km corresponde ao coeficiente de transferência de massa global [Guiochon, 2002; 
Cherrak et al., 2000]. 
As condições iniciais e de contorno para um pulso cromatográfico são [Guiochon, 
2002; Cherrak et aL, 2000]: 
z=L; t= O; 
z=O; o S. t S. tp; 
z= O; t > tp; 











O estudo da taxa de transferência de massa e do equilibrio de adsorção é importante 
no entendimento e no projeto de ampliação de escala em processos cromatográficos. A 
resistência à difusão em partículas adsorventes parece ter um efeito significante na taxa de 
adsorção global e conseqüentemente na eficiência de uma separação cromatográfica 
[Miyabe e Suzuki, 1992]. 
A análise dos momentos é uma ferramenta usual para determinação dos coeficientes 
de difusão axial e difusão no poro a partir de experimentos de pulsos cromatográficos. Esta 
técnica consiste na análise da concentração do soluto como uma função do tempo na saída 
do leito fixo em resposta a concentração do soluto no pulso na entrada do leito fixo. Para 
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soluções diluídas, a curva de equilibrio sólido-liquido pode ser representada por uma reta 
(Lei de Henry). A inclinação desta reta pode ser determinada pelo primeiro momento de um 
pulso, no qual está relacionado com o tempo de retenção do soluto. Parâmetros de 
transferência de massa podem ser obtidos a partir do segundo momento [Cremasco et al., 
2001; Miyabe e Su.ruki, 1992]. 
Por definição dos momentos de uma distribuição, o n-ésimo momento do perfil de 
banda na saída do leito cromatográfico de comprimento z =L é [Guiochon et al, 1994) 
C/:) 
Mn = Jc(t,z = L)tndt 
o 
O n-ésimo momento absoluto ou momento normalizado é 
C/:) 
fc(t,z L)tndt 
M f.tn = Mn = Ooo 
0 
Jc(t, z = L)dt 
o 
e o n-ésimo momento central é 
C/:) 
s c(t, z = L )(t - f.! r dt 
11 = ~0--------r-n oo 





O primeiro momento absoluto f.! é relacionado ao tempo de retenção do pico 
cromatográfico, e então com a força de ligação (isto é, com a constante de equilibrio ). O 
segundo momento central é relacionado ao espa1hamento do pico. O parâmetro c nas 
Equações 2.16 e 2.17 corresponde à resposta dos pulsos cromatográficos. Quando o pico 
apresenta uma forma gaussiana, o segundo momento é igual à variância d- [Arnold et ai., 
1985a; Arnold et al., 1985b] e podem ser escritos da seguinte forma [Ruthven, 1984]: 





e K.p é a constante de equihbrio de adsorção linear e to correspondem ao tempo de retenção 
do componente não retido. 
2.4.3. Altura equivalente a um prato teórico (HETP) 
A quantidade HETP mede a eficiência das condições cromatográficas através dos 
tempos de retenção obtidos e do alargamento de bandas. Este parâmetro é normalmente 
utilizado para avaliar a performance da coluna, admitindo-se uma escolha adequada das 
condições [Cass e Degani, 2001]. Pequeno valor de HETP significa maior eficiência da 
coluna e altos valores de número de pratos teóricos Np. A meta principal em cromatografia 
liquida é o alcance de pequenos valores de HETP para maximizar Np e elevada eficiência 
da coluna. Em geral [Snyder e Kirkland, 1979]: 
" HETP é menor em colunas empacotadas com partículas pequenas, e para baixas taxas 
de velocidade da fase móvel. 
.. HETP é menor para fases móveis menos VIscosas e para altas temperaturas de 
separação. 
" HETP é menor para amostras de moléculas pequenas. 
Infonnações acerca da cinética de transferência de massa são obtidas pela análise da 
dependência da HETP com a velocidade superficial da fase móvel (u). Geralmente é 
assumido que transferência de massa em colunas cromatográficas consiste em vários 
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processos e que a HETP total é aditiva. Os quatros processos principais normalmente 
considerados são: (1) dispersão axial; (2) transferência de massa do fluido para partícula; 
(3) difusão intraparticular; e (4) adsorção/desorção [Miyabe e Guiochon, 2000]. 
A altura equivalente a um prato de teórico depende de vários processos que ocorrem 
durante eluição cromatográfica de uma amostra. Uma expressão simples para altura 




onde HETP é altura equivalente a um prato, u é velocidade linear da fase móvel, e A, B e C 
são constantes cinéticas determinadas experimentalmente. A, B e C incluem os efeitos de 
dispersão axial, transferência de massa fluido-sólido e distribuição não ideal do liquido ao 
redor do material empacotado [Doran, 1998]. 




Figura 2.10- Variação de número de pratos teóricos com a velocidade superficial da fase 
móvel de acordo com a equação de V an Deemter. 
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De acordo com a Equação 2.21 a dispersão axial, representado pela curva A, é 
independente da velocidade superficial. A dispersão devido à transferência de massa 
incompleta é uma função linear da velocidade superficial e é representada pela curva C. A 
dispersão longitudinal é inversamente proporcional a velocidade superficial e é 
representado pela curva B. A curva D representa o perfil resultante de HETP versus u 
[Krijgsman, 1995]. 
A curva D apresenta um valor minimo para altura dos pratos (HETP mínimo) a uma dada 
velocidade superficial ótima (uótirno). Abaixo desta velocidade, HETP é fortemente 
dependente dos efeitos de difusão (termo B) e a altas velocidades é fortemente dependente 
do termo de transferência de massa (termo C) [SeweD e Clark, 1987). 
Para um sistema com isoterma de adsorção linear, a eficiência da coluna 





onde Np corresponde ao número de pratos teóricos e L é o comprimento da coluna As 
Equações 2.18 e 2.19 podem ser combinadas com a Equação 2.22, resultando em 
( ) [ ( ) J
-2 
2DL E 1 E 1 HETP=--+2u -- -- 1+ ---




e dp corresponde ao diâmetro da partícula adsorvente. 
Quando um fluido escoa através dos espaços vazios do leito empacotado, existe a 
tendência a ocorrer uma mistura axial contribuindo para o alargamento das bandas 
cromatográficas [Suzuki, 1990; Duan et aL, 1998]. Usualmente é assumido que a 
dispersão axial resulta de dois mecanismos diferentes, difusão molecular axial e difusão 
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turbilhonar [Guiochon et al., 1994]. Em uma primeira aproximação estes efeitos são 
aditivos de forma que o coeficiente de dispersão deve ser representado por 
(2.25) 
onde dp é o diâmetro da partícula, Dm é o coeficiente de difusão molecular, Y1 e Y2 são 
constantes no qual normalmente possuem valores entre O, 7 e 0,5, respectivamente 
[Ruthven, 1984]. A contribuição da difusão molecular axial (o primeiro termo da Equação 
2.25) para a dispersão axial geralmente é desprezível quando comparado com o segundo 
termo. Neste caso, a seguinte equação modificada de V an Deemter é derivada da Equação 




C=2(-8 )-1 [1+(-8 )_!_]-2 1-s Kkm 1-s K (2.27b) 
2.5. Isotermas de Adsorção 
A relação entre a quantidade adsorvida e a concentração, na fase móvel, a 
temperatura constante, é chamada de isoterma de adsorção [Sewell e Clarke, 1987]. 
Isotermas de adsorção têm atraído grande atenção como ferramenta fundamental para 
investigação de processos físicos envolvidos na retenção cromatográfica. O significado da 
isoterma de adsorção, neste contexto, é que descreve quantitativamente a distribuição do 
equihbrio entre as duas fases envolvidas nos processos cromatográficos sobre uma larga 
faixa de concentração. Assim, um exame amplo das isotermas de adsorção rende 
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informações à cerca do solvente, do soluto e do adsorbato como também as interações entre 
estas espécies que acontece durante a adsorção [.Jacobson et ai, 1984). 
Isotermas de equilibrio de adsorção relacionam a quantidade de excesso de 
adsorbatos perto de uma superficie e os potenciais químicos deste adsorbatos no seio do 
fluido e na redondeza da superficie. Representações gráficas de isotermas não são sempre 
lineares, mas divergem de um comportamento linear por uma variedade de razões, 
principalmente relacionados à saturação e heterogeneidade da super:ficie ou para interações 
adsorbato-adsorbato no seio do fluido ou perto da super:ficie [.James et al., 1999]. 
Os sistemas cromatográ:ficos onde a relação entre a concentração do soluto na fase 
estacionária (q) e a concentração do soluto na fase móvel (c) são lineares podem ser 
chamados de cromatografia linear (Figura 2.lla). Em cromatografia de adsorção, é comum 
encontrar uma isoterma de adsorção que é côncava para o eixo c (freqüentemente referido 
como isoterma do tipo Langmuir- Figura 2.llb). Este comportamento surge quando há 
interações fortes entre o soluto e a fase estacionária, mas as interações de soluto-soluto são 
relativamente :fracas. Inicialmente, a quantia de soluto adsorvido sobre a fase estacionária 
aumenta rapidamente como a concentração na fase móvel é aumentada até que uma 
monocamada de moléculas de soluto é formada no adsorvente. Porque as interações entre 
moléculas de soluto são fracas, a adsorção cessa com a formação da monocamada e a 
quantia adsorvida permanece constante embora a concentração na fase móvel aumente com 
o passar do tempo. Conseqüentemente, o coeficiente de distribuição kd é grande a baixos 
valores de c, mas diminui com aumento de c. Em sistemas de partição, a isoterma é 
usualmente convexa para o eixo c (uma isoterma do tipo anti-Langumuir- Figura 2.llc). 
Este tipo de isoterma surgi quando as interações entre moléculas do soluto são fortes, mas 
essas interações entre o soluto e a fase estacionária são relativamente :fracas. Assim, a 
baixas concentrações, a solubilidade das moléculas do soluto é baixa e possui baixos 
valores de kd, mas algumas moléculas do soluto são dissolvidas na fase estacionária, as 
fortes interações soluto-soluto atraem moléculas para a fase estacionária e valores de kd 
crescem rapidamente [Sewell e Clarke, 1987). 
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Figura 2.11- Tipos de isotennas de adsorção: (a) isoterma de adsorção linear; (b) isoterma 
do tipo Langmuir; (c) isoterma do tipo anti-Langmuir. K representa o coeficiente de 
distribuição do soluto. 
2.5.1. Modelos de isotermas de adsorção 
Modelo de Langmuir 
O modelo de Langmuir (L) considera que o processo de adsorção acontece em uma 
superficie composta de um número fixo de sítios de adsorção de igual energia, uma 
molécula sendo adsorvida por sítio até que a cobertura da monocamada seja alcançada 
(James et aL, 1999]. Este modelo é o mais freqüentemente usado no estudo de equihbrio 
sólido-líquido, apesar de sua natureza semi-empírica. O modelo é escrito da seguinte forma 




onde a e b são parâmetros da isoterma e a capacidade de saturação qs é a relação entre a e b. 
O modelo de Langmuir tem sido amplamente utilizado para correlacionar dados 
obtidos em experimentos de adsorção sólido-líquido. Porém, o modelo foi criticado por 
causa de sua restrição a superficies homogêneas e cobertura da monocamada. Todavia, a 
isoterma de Langmuir é conveniente para análise quantitativa de processos de adsorção e 
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têm uma base :fisica, distintamente de tais equações empíricas como o modelo de 
Freundlich que não tem nenhuma justificativa teórica significante [Jacobson, 1984]. A 
grande vantagem deste modelo é o pequeno número de parâmetros requeridos e a 
simplicidade de sua derivação. De fato, somente três parâmetros são necessários para 
descrever adsorção competitiva: duas constantes de equilibrio e a capacidade de saturação 
[Cavazzini et al., 2002]. 
Modelo Freundlich 
De interesse particular por causa de seu uso difundido em sistemas sólido -liquido é 
a isoterma de Freundlich, descrita pela relação: 
(2.29) 
onde KF e n são constantes características particulares de cada sistema de adsorção. Se a 
adsorção é favorável n > 1; se a adsorção é não favorável n < 1. A isoterma de Freundlich é 
aplicada a uma larga variedade de antibióticos, hormônios e esteróides [Doran, 1998]. 
Modelo de Tóth 
O modelo de Tóth (T) (Eq. 2.30) considera a superficie de adsorção heterogênea. O 
grau desta heterogeneidade é descrito pelo parâmetro de heterogeneidade, u, com Os u s 1, 
u = 1 indicando uma super:ficie completamente homogênea (ambos os modelos LF e T 
reduz então a isoterma L) [Cavazzani et aL, 2002]. Este modelo assume que o parâmetro 
de heterogeneidade é o mesmo para ambos enantiômeros, o que significa que a FEQ é 
igualmente heterogênea com respeito aos enantiômeros [Kaczmarski et aL, 2002; Gritti et 
al., 2003b). 
a c (2.30) 
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Modelo de Langmuir - Freundlich 
Assim como o modelo de Tóth, o modelo de Langmuir- Freundlich (LF) também 
introduz o parâmetro de heterogeneidade, u, conforme a Equação 2.31: 
(2.3 
O modelo LF sugere diferenças no mecanismo de reconhecimento quiral para dois 
enantiômeros. O principal inconveniente da isoterma LF é que possui uma constante de 
Henry infinita, conseqüentemente prediz um tempo de retenção infinito para diluição 
infinita (Cavazzani et al., 2002]. 
2.5.2. Métodos de Determinação de Isotermas de Adsorção em Colunas 
Isotermas têm sido medidas tradicionalmente por métodos estáticos, na qual a 
mudança na concentração do soluto com relação ao adsorvente e a solução é medida e 
pontos discretos na isoterma são calculados a partir destas medições. As desvantagens 
primárias para esta técnica são a lentidão e incertezas no equihbrio alcançando e as grandes 
quantidades de soluto e adsorvente requeridas para medidas precisas [Jacobson, 1984]. 
Métodos dinâmicos são implementações dedicadas à cromatografia os quais foram 
projetados para facilitar a solução de problemas inversos por uma seleção de condições 
limites convenientes. Foram desenvolvidos vários métodos durante os últimos 50 anos, 
inclusive análise frontal (AF), análise frontal por pontos característicos (AFPC), eluição 
por pontos característicos (EPC), métodos de máximos de pico, e métodos de perturbação. 
Os mais convencionais são AF, AFPC e ECP. O método AF pode ser usado para a 
determinação de isotermas de um único componente e isoterma competitivas. ECP e F ACP 
somente são usadas para determinação de isotermas de um único componente (James et aL, 
1999]. 
Capítulo 2 - Revisão bibliográfica 35 
Análise Frontal 
Entre os vários métodos cromatográficos disponíveis para se determinar isotermas de 
um único componente, o da análise frontal é o mais comumente utilizado por causa de sua 
precisão e relativa simplicidade. Este método tem sido aplicado para determinação de um 
grande número de isotermas de equihbrio, em muitos modos de cromatogra:fia [Gritti et aL, 
2003a; Guiochon et aL, 1994]. 
Análise frontal é um método que consiste em substituir rapidamente, em sucessivos 
passos, o fluxo de fase móvel que escoa pela coluna por soluções do componente em 
estudado com concentrações crescentes e o registro das curvas de ruptura à saída de coluna. 
A Figura 2.12 apresenta um desenho esquemático de uma curva de ruptura para 
determinação da concentração de equihbrio na fase estacionária pelo método da análise 
frontal [Gritti et aL, 2003a; Gritti et aL, 2003b]. 
Platô 
~r-~r--------------------.-----~----~--
massa de soluto adsorvida 
na fase estacionária 
/i 
0--------------------L-~----------~------VF 
Volume de eluição 
t 
volume final 
Figura 2.12 -Método da análise frontal para determinação da concentração de equihbrio 
na fase estacionária. A curva de ruptura é representada pela linha sólida. (Figura adaptada 
de Gritti et a/., 2003a). 
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O balanço de massa do soluto entre o tempo em que a nova solução entra na coluna e 
quando o novo platô é alcançado fornece a quantidade adsorvida, q, do soluto na fase 
estacionária em equihbrio com uma dada concentração da fase móvel, c, de acordo com a 
Equação 2.32, 
(2.32) 
onde VF é o volume de retenção do ponto de inflexão na curva de ruptura, Vo é o volume 
morto do sistema (incluindo o volume de vazios da coluna), e Va é o volume do adsorvente 
na coluna [Gritti et aL, 2003b; Cberrak et aL, 2000; Jacobson et aL, 1984]. 
Para isotermas de adsorção competitivas, a quantidade adsorvida de cada enantiômero 
na mistura é determinada pela equação: 
(2.33) 
onde qi e qi+J são as quantidades adsorvidas pela fase sólida após o i-ésimo e o (i-ésimo + 
1) passos, quando em equihbrio com a concentração ci e Ci+J, respectivamente, VF.i+J é o 
volume de retenção do ponto de inflexão da (i-ésima + 1) curva de ruptura, Vo é o volume 
morto do sistema e Va é o volume do adsorvente na coluna [Guiochon et aL, 1994; 
Jacobson et aL, 1984]. 
A quantidade adsorvida durante cada passo da corrida na AF também pode ser 
calculada pela equação do balanço de massa integrada: 
(2.34) 
onde q0( c0) é a quantidade adsorvida no equihbrio após o passo de mudança de 
concentração c0 para concentração CEna entrada da coluna, e to é o tempo de retenção do 
componente não retido e F é a relação (1-sT)/sT. A Equação 2.34 permite a determinação do 
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ponto da isoterma, q( c E), a partir do tempo de retenção da frente da curva de ruptura, tr 
[Seidel-Morgenstern e Guiochon, 1993a]. 
Para isotermas de componentes individuais, uma série de pontos é obtida diretamente 
da integração de sucessivas curvas de ruptura de soluções com concentrações crescentes. 
Esta integral é diretamente proporcional à quantidade de soluto adsorvido na fase 
estacionária em equihbrio com a correspondente solução. Para isotermas de 
multicomponentes, as curvas de ruptura também podem ser usadas, mas com algumas 
restrições. A curva de ruptura de uma mistura binária tem duas ondas separadas por um 
platô intermediário. Se as condições iniciais para uma curva de ruptura são que a coluna 
está em equihbrio com uma concentração finita de alimentação, o tempo de eluição destas 
duas ondas depende desta concentração inicial. Assim, ou é necessário determinar a 
composição da solução eluente da coluna durante o platô intermediário ou adotar como 
condição de inicial o equihbrio com a fase móvel pura, neste caso somente o componente 
puro menos retido é eluído durante o platô intermediário. [Mihlbachler et al, 2002]. 
AF é o único método cromatográ:fico que permite medidas de isoterma convenientes e 
precisas quando a eficiência de coluna é baixa. Isto é em grande parte devido à formação de 
um alto estreitamento da frente da curva de ruptura sobre a influência de uma 
termodinâmica de equihbrio de fase não linear. Este efeito causa a declividade da frente da 
curva de ruptura o qual aumenta com concentrações crescentes. Uma outra vantagem deste 
método é que o volume de injeção não é tão grande, sendo um importante fator na 
determinação dos coeficientes de transferência de massa e que habilita a investigação de 
uma possível dependência da declividade dianteira na concentração ao lado do efeito do 
alto estreitamento das curvas de ruptura devido a uma isoterma não linear [Rearden et al, 
1998]. 
Análise Frontal por Pontos Característicos 
Em AFPC (Figura 2.13), a isoterma é determinada a partir do perfil di:fusivo obtido 
substituindo um fluxo de solução de soluto na fase móvel por um fluxo de fase móvel puro 
ou, reciprocamente, um fluxo de fase móvel puro por um fluxo de uma solução de soluto 
[Golshan-Shirazi et al, 1988). 
Capítulo 2 -Revisão bibliográfica 38 
Cada ponto da isoterma a concentração é derivado do volume do efluente, V, do 
ponto característico do perfil difusivo, a mesma concentração, c na fase móvel [Golshan-
Shirazi et aL, 1988]. O balanço de massa pode ser escrito da seguinte forma: 
(2.35) 
onde q é a quantidade do componente adsorvido pela coluna quando no equihbrio com a 
concentração c e Va é o volume de adsorvente na coluna [Guiochon et aL, 1994]. 
Platô 
0~~-------------------------=--------------
Volume de eluição 
Figura 2.13 - Cromatograma típico obtido na determinação de isotermas de equihbrio 
pelos métodos da análise frontal através de pontos característicos (AFPC). 
Considerando que o sinal do detector deva ser convertido em unidades de 
concentração para avaliar Equação 2.35, a calibração do detector é necessária. Outra 
desvantagem potencial de AFPC é que nenhuma correção é feita para responder pelo 
alargamento das bandas, o qual alargará e difundirá o limite da frente da curva de ruptura. 
O método de AF, desde que depende apenas de medidas precisas do tempo de retenção do 
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auto estreitamento da frente da curva de ruptura, é menos propenso a erro desta natureza 
[Jacobson et aL, 1984]. 
Eluição por Pontos Característicos 
O método EPC é a técnica experimental mais simples. Um grande pulso da amostra é 
injetado e seu perfil de eluição é registrado. A isoterma é calculada usando a Equação 2.35 
[Golshan-Shi.razi et aL, 1988]. Um cromatograma típico obtido por este método é 
mostrado a seguir pela Figura 2.14. 
O método ECP é idêntico ao método FACP, exceto que uma quantia limitada de 
soluto é injetada tal que resulta um pico de eluição, em lugar de uma diminuição de 
concentração de um platô. A vantagem desta técnica é a pequena quantidade de amostra 
requerida, mas tem as mesmas desvantagens que FACP, também necessitando de uma 














VM Volume de injeção 
Figura 2.14- Cromatograma típico obtido na determinação de isotermas de equihbrio pelo 
método da eluição através de pontos característicos (EPC). 
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2.5.3. Sobrecarga da coluna 
Os perfis de eluição em condições de sobrecarga são muito sensíveis às isotermas de 
adsorção [Guiochon et al., 1994]. Em altas concentrações, as bandas cromatográ:ficas são 
fortemente influenciadas pela termodinâmica de equihbrio de fase, isto é, a influência do 
comportamento não linear da isoterma de adsorção possui uma forte predominância com 
relação à influência da cinética de transferência de massa [Seidei-Morgenstem e 
Guiochon, 1993]. Estudos realizados para a separação cromatográ:fica da base de Trõger 
associaram o comportamento apresentado pelos seus enantiômeros ao modelo de isoterma 
de adsorção [Seidel-Morgenstem e Guiochon, 1993; Mihlbachler et al., 2002]. 
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Capítulo 3 
3 .. Materiais e Métodos 
Neste capítulo, são apresentadas as descrições dos materiais e a metodologia 
empregada para a realização dos experimentos. metodologia foi dividida em dois tópicos: 
i) experimentos com soluções diluídas para as determinações de parâmetros 
hidrodinâmicos, de transferência de massa e de equilibrio de adsorção linear; e ii) 
experimentos com soluções concentradas para obtenção das isoterrnas de adsorção e estudo 
da sobrecarga na coluna. 
3.1. Materiais 
3.1. 1. A cetamina 
A cetamina [cloridrato de DL-2-(0-clorofenil)-2-(metilamino) ciclohexano] é uma 
droga que tem rápida ação sobre o sistema nervoso central [Wannmacherl, 1998] e que 
induz anestesia dissociativa, isto é, estado de sedação e amnésia durante o qual o paciente, 
embora possa parecer desperto, está dissociado do ambiente [Yanagihara et aL, 2000; 
Kokolkovas, 1995]. Este fármaco tem se mostrado útil em procedimentos diagnósticos e 
cirurgias superficiais de curta duração que precisam de intensa analgesia (como a troca de 
curativos em grandes queimaduras) [Wannmacherl, 1998]. 
A cetamina, a qual é comercializada sob a forma de racernato [Svensson e 
Gustafsson, 1996], apresenta potência distintas entre os enantiômeros. S-cetamina é cerca 
de quatro vezes mais potente em analgesia que a R-cetamina [Yanagihara et al., 2000]. Os 
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efeitos da cetamina sobre o sistema nervoso central estão intimamente relacionados com a 
sua potente ação analgésica e com sua propensão à produção de sonhos e alucinações 
[Silva, 1998] onde estes efeitos colaterais são atribuídos ao isômero R quando a droga é 
aarmnJtsmlaa sob a racemato et 2000). A 3.1 a 
uírrnca da cet::nruraa. 
Figura 3.1 - Estrutura rettres:en1ta o centro 
quiralidade da molécula da cetamina. 
A cetamina utilizada neste trabalho foi gentilmente fornecida pela Cristália Indústrias 
Farmacêuticas (Itapira, SP) tanto na forma de mistura racêmica quanto na forma pura de 
seus enantiômeros. 
3.1.2. O adsorrente (Triacetato de Celulose Microcristalina- MCTA) 
O MCTA foi adquirido da empresa Macherey- Nagel principalmente devido ao seu 
baixo custo, em comparação com outras fases estacionárias quirais, e sua ampla 
aplicabilidade. 
O adsorvente apresenta uma distribuição do tamanho de partículas entre 15 e 25 11m 
(diâmetro médio de 22 11m) e foi empacotado (5,60 g de adsorvente) em uma coluna de aço 
inoxidável (20 x O, 77 em) pela técnica slurry, utilizando metanol como impulsionador. 
Anteriormente ao empacotamento, o MCTA foi ativado pelo aquecimento em etano! por 
cerca de 30 min. Após o aquecimento e decantação, a suspensão foi tratada em um banho 
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ultrasônico COLE P ARMER 8892 por 5 minutos a temperatura ambiente, de acordo como 
apresentado por Seidei-Morgenstern e Guiochon (1993). 
3.1.3. Aparelhagem experimental 
Todos os experimentos cromatográficos foram realizados em um sistema de ~_._,.,--,.._, 
(cromatografia liquida de alta eficiência) WATERS 1525, equipado com controle de 
temperatura (temperatura mínima de trabalho igual a 30°C), detector UV WATERS 2487 e 
sistema de aquisição de dados computadorizado (software BREEZE). Para os experimentos 
realizados a temperaturas inferiores à 30°C utilizou-se um banho termostático NESLAB 
RTE 110. Figura 3.2 o sistema na dos 
experimentos. 
Figura 3.2 - Sistema de cromatografia liquida de alta eficiência utilizado na realização dos 
experimentos. 
Para a determinação das curvas de ruptura múltiplas foram utilizados um sistema de 
coleta das amostras (Pharmacia Biotech FRAC - 1 00) e um espectrofotômetro (DU 650 
para análise das mesmas. 
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3.2. Métodos 
3.2.1. Experimentos com soluções diluídas -método dos momentos 
Caracterização da coluna - determinação das porosidades 
Experimentos de pulsos cromatográficos com o tri-terc-butil benzeno (TTBB) e a 
dextrana azul foram realizados com a :finalidade de se verificar a homogeneidade do 
empacotamento e determinar a porosidade total da coluna (sr) e do leito (s), 
respectivamente. O TTBB é uma molécula relativamente pequena (M.M.: 264,44 g/gmol) e 
não é retida em MCTA sendo capaz de se difundir não somente através do leito mas 
também nos interstícios das partículas do sólido poroso. A dextrana azul por ser uma 
molécula de alta massa molecular (M.M.: 2 000 000 g/gmol) e também não retida em 
MCTA sendo capaz de se difundir apenas através do leito. 
O TTBB e a dextrana azul foram previamente dissolvidos na própria fase móvel 
(etanol anidro) e soluções de 1,0 g/L foram preparadas. Pequenos pulsos cromatográficos 
(20 J.!L) destas soluções foram injetadas na coluna sob condições isocráticas, após um 
período de tempo necessário para a estabilização do sistema, a diferentes vazões de 
alimentação da fase móvel (0,2 a 1,0 mL/min). A temperatura do sistema foi mantida 
constante e igual à 30°C (± 1 °C). As respostas dos pulsos foram monitoradas pelo detector 
UV no comprimento de onda a 254 nm. 
Os valores das porosidades total e do leito foram determinados a partir da análise do 
primeiro momento. Os primeiros momentos foram obtidos pela integração das respostas 
dos pulsos cromatográficos experimentais, de acordo com a Equação 2.15. Sendo o TTBB e 
a dextrana azul inertes, o termo relativo a adsorção na Equação 2.17 foi desprezado e as 
porosidades total e do leito obtidas pela inclinação das retas entre os primeiros momentos e 
o inverso das velocidades superficiais do fluido, como apresentado pela Equação 3.1. 
L[ (1-s) ] t0 L t0 J..l=- 1+ - s +-=-Er +-
u E P 2 U 2 
(3.1) 
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O valor da porosidade do leito obtido experimentalmente foi comparado com o valor 
estimado utilizando-se a correlação proposta por Ruthven (1984), representada pela 
Equação 3.2. A porosidade da partícula foi estimada utilizando a Equação 3.3. 
ET = 0,45 + 0,55E (3.2) 
(3.3) 
Separação cromatográfica com elevação da temperatura 
Para o estudo da separação cromatográfica da cetamina racêmica com variação na 
temperatura foi preparada uma solução da mistura racêmica em etanol anidro com 
concentração de 1,5 g/L. Pequenos pulsos cromatográ:ficos (20 J..LL) foram injetados na 
coluna, sob condições isocráticas a uma vazão da fase móvel igual a 1,0 mL/min. Os 
cromatogramas para a cetamina racêmica foram obtidos às temperaturas de 10, 20, 25, 30, 
40 e 50°C (± 1°C). As respostas foram monitoradas a 254 run Os experimentos foram 
realizados em duplicata. 
Parâmetros cromatográficos de separação 
Soluções de 2,0 g/L para ambos os enantiômeros da cetamina e de 1,0, g/L para o 
TTBB foram preparadas em etano I anidro. Pequenos pulsos cromatográ:ficos (20 J.!L) destas 
soluções foram injetados a diferentes vazões de alimentação da fase móvel (0,2 a 1,0 
mL/min) nas temperaturas de 25, 30, 40 e 50°C (± l°C). As respostas foram monitoradas 
pelo detector UV no qual foi fixado o comprimento de onda em 254 nm .. 
Os fatores de capacidade (k) e seletividade (a) do sistema foram determinados a partir 
dos tempos de retenção dos enantiômeros da cetamina (tr) e do TTBB (t0), de acordo com 
as Equações 3.4 e 3.5, 








onde k é o fator de capacidade, a é a seletividade, tr é o tempo de retenção do analito e to é 
o tempo de retenção do componente não retido. 
Constantes de equillbrio de adsorção linear, coeficientes de dispersão 
axial e de transferência de massa global 
Os experimentos realizados para a determinação dos parâmetros cromatográficos de 
separação foram utilizados na obtenção das constantes de equilibrio de adsorção linear, os 
coeficientes de dispersão axial e parâmetros de transferência de massa. 
As constantes de equihbrio de adsorção foram determinados utilizando um 
procedimento similar ao descrito para obtenção das porosidades. Os primeiros momentos 
para os enantiômeros da cetamina foram obtidos pela integração das respostas dos pulsos 
cromatográficos experimentais, de acordo com a Equação 2.15. A partir das inclinações das 
retas obtidas entre os valores calculados para o primeiro momento e o inverso da 
velocidade superficial foram determinados os valores das constantes de equilibrio de 
adsorção, de acordo com a Equação 2.17. 
Para se avaliar a eficiência da coluna com a variação da temperatura utilizou-se os 
dados dos primeiro e segundo momentos obtidos com a injeção de pequenos pulsos 
cromatográficos das soluções dos enantiômeros da cetamina e do TTBB na coluna, de 
acordo com as Equações 2.17 e 2.18. Os segundos momentos para os enantiômeros da 
cetamina e para o TTBB foram obtidos pela integração das respostas dos pulsos 
cromatográficos experimentais, de acordo com a Equação 2.16. 
Os valores de HETP foram obtidos a partir da Equação 2.21 e, de acordo com a 
Equação 2.22, a partir da inclinação da reta e interseção da curva obtida entre HETP e u 
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foram determinados os coeficientes de transferência de massa global e os coeficientes de 
dispersão axial, respectivamente. 
3.2.2. Experimentos com soluções concentradas 
Determinação das isotermas de adsorçiio pelo método da análise frontal 
Para a determinação das isotermas de adsorção foram preparadas soluções de ambos 
enantiômeros da cetamina em etanol anidro a uma concentração de 5,0 g!L. Tanto as 
soluções dos enantiômeros quanto a fase móvel foram previamente degaseifi.cadas. 
As soluções foram introduzidas continuamente na coluna com passos de concentração 
de 1,0 g!L. Para tanto, foi realizada uma adsorção do tipo gradiente variando-se a vazão das 
duas bombas de modo que as concentrações fossem mantidas constantes durante o período 
de tempo determinado. Uma das bombas do aparelho de CLAE foi utilizada para alimentar 
um fluxo da fase móvel pura, enquanto que a segunda bomba foi utilizada para alimentar 
um fluxo da solução pura dos enantiômeros. A concentração do enantiômero em estudo 
alimenatada na coluna foi determinada pela proporção entre a fase móvel pura e a solução 
da amostra de maneira que a vazão total (soma entre as vazões das duas bombas) fosse 
mantida a 1,0 mL/min, conforme descrito na Tabela 3.1. 
Tabela 3.1 Proporção das vazões entre a fase móvel e as soluções dos enantiômeros 
Fase móvel(%) Solução(%) Concentração na coluna (g/L) 
100 o o 
80 20 1 
60 40 2 
40 60 3 
20 80 4 
o 100 5 
100 o o 
Inicialmente, apenas a fase móvel foi alimentada na coluna. Em seguida variaram-se 
as vazões de ambas as bombas de forma que uma concentração de 1,0 g/L da solução dos 
enantiômeros atravessasse a coluna até a saturação. Ao atingir o equilibrio, uma nova 
mudança nas vazões das bombas foi realizada de forma que uma nova concentração 
atravessasse a coluna com variação de concentração em etapas de 1,0 g/L. Este 
procedimento foi repetido até que apenas a solução dos enantiômeros (5,0 g/L) atravessasse 
a coluna. Com o novo equilibrio atingido, substitui-se bruscamente o fluxo da bomba da 
solução dos enantiômeros pela bomba da fase móvel até a completa eluição. 
Devido a um estouro de escala observado no detector UV do sistema cromatográfico 
para concentrações superiores a 2,5 giL foi utilizado um coletor de frações. A amostras 
coletadas foram posteriormente analisados em um espectrofotômetro onde previamente foi 
levantada curvas de calibração para ambos os enantiômeros. De posse das curvas de 
calibração foram construídas as curvas de ruptura múltiplas e, a partir destas curvas, com a 
Equação 2.33 foram obtidas as isotermas de adsorção. Diversos modelos matemáticos de 
isotermas de adsorção, os quais foram previamente discutidos no Capítulo 2, foram testados 
para verificar os melhores ajustes com os resultados experimentais. 
Estudo de sobrecarga da coluna 
Os perfis de eluição dos enantiômeros da cetamina foram obtidos pela injeção de 
volumes crescentes (20, 50 e 200 j.tL) de solução concentrada (20 g/L). Os experimentos 
foram realizados sob condições isocráticas, a uma vazão de 1,0 mL/min e temperatura 
controlada de 25 oc (± 1 °C). As respostas foram monitoradas pelo detector uv no qual foi 
fixado o comprimento de onda em 254 nm. 
Materiais e Métodos 49 
Capítulo 4 
4 .. Resultados e Discussões 
O estudo experimental e a modelagem de colunas de adsorção utilizadas em 
cromatografia dependem em grande extensão da determinação experimental, como precisão 
adequada de parâmetros fundamentais como a porosidade total do leito e das partículas 
porosas além daqueles relacionados com o equihbrio e a transferência de massa. Neste 
capítulo, são apresentados os resultados obtidos na determinação de parâmetros importantes 
para o projeto de ampliação de escala, tais como a porosidade total, do leito e das 
partículas. Os coeficientes de dispersão axial, parâmetros de equihbrio e de transferência de 
massa em fase diluída foram determinados a várias temperaturas visando a quantificação 
detalhada da separação de misturas racêmicas do anestésico cetamina. A obtenção das 
isotermas de adsorção pelo método da análise frontal e o estudo da sobrecarga da coluna 
foram realizados com soluções concentradas. 
Experimentos com soluções diluídas 
4.1. Determinação das porosidades total, do leito e das partículas 
Inicialmente, determinou-se o valor de VM correspondente ao volume morto externo a 
coluna, no qual está associado com os tubos conectados ao injetor da amostra até a entrada 
do detector na ausência da coluna. Pulsos cromatográficos de 20 J..tL do TTBB foram 
introduzidos no volume morto a diferentes vazões. O volume morto foi determinado pela 
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Equação 4.1 e os :resultados são apresentados na Tabela 4.1. O valor médio obtido foi 0,34 
rnL. 
Na equação acima, Q representa a vazão de alimentação da fase móvel e tM o tempo 
de retenção dos pulsos introduzidos no sistema na ausência da coluna. 
Tabela 4.1 - V o lume morto determinado com injeção do TTBB nas conexões do sistema 
de CLAE sem a presença da coluna para cada vazão estudada 
Q(mL/min) tM(min) VM(mL) 
1,00 0,37 0,37 
0,80 0,43 0,35 
0,60 0,55 0,33 
0,40 0,82 0,33 
0,20 1,56 0,31 
A Figura 4.1 apresenta as retas obtidas pela análise do primeiro momento para a 
determinação das porosidades total e do leito, de acordo com a Equação 3.1. Os valores dos 
primeiros momentos dos pulsos cromatográficos para a determinação das porosidades 
foram subtraídos dos valores de fM. Os valores alcançados para sr e s experimentalmente 
são apresentados na Tabela 4.2. 













10 20 30 40 50 
Llu (min.) 
Figura 4.1 - Primeiro momento vs inverso da velocidade superficial para o TTBB ( 1111) e 
para a dextrana azul ( •) a 30°C. 
De acordo com a correlação proposta por Ruthven (1984) (Eq. 3.2) o valor alcançado 
para E foi de 0,3 8. Este resultado revela que a correlação utilizada representa bem o 
resultado experimental para a faixa de diâmetro de partículas do adsorvente. A porosidade 
da partícula foi estimada pela Equação 3.3 e o resultado encontrado foi de 0,44. 
A literatura aponta valores de porosidade total para colunas empacotadas com 
MCTA, tendo etanol como eluente, dentro de uma faixa que varia entre 0,606 a 0,710 
[Miyabe e Guiochon, 1999; Rearden et ai., 1998; Seidel-Morgenstern e Guiochon, 
1993a; Seidel-Morgenstern e Guiochon, 1993b; Ri7Zi, 1989a]. Foi também reportado 
valor de porosidade total igual a 0,67 e porosidade do leito e das partículas iguais a 0,40 e 
0,45, respectivamente, tendo metano} como eluente [Pais et al., 1998). De acordo com os 
resultados obtidos, os valores de porosidade determinados encontram-se dentro da faixa 
reportada na literatura da área abordada 
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4.2. Variação dos tempos de retenção com elevação da temperatura 
Os cromatogramas de eluição da cetamina racêmica para a faixa de temperatura 
investigada, apresentada pela Figura 4.2, revelam que para valores mais baixos de 
temperaturas há um grande alargamento das bandas cromatográficas. Entretanto, 
simplesmente pelo aumento na temperatura de 25 para 50°C houve uma melhora 
significativa nos perfis de eluição. Para ambos os enantiômeros a largura das bandas 
diminui nitidamente. Jacobson et ai. (1993) constataram comportamento análogo na 
separação crornatográfica da base de Trõger em uma coluna empacotada com MCTA e 
tendo etanol como fase móvel. 
Uma variação significativa nos tempos de retenção com a elevação da temperatura em 
10 graus para ambos os enantiômeros da cetamina foi observado (Figura 4.3). O 
enantiômero mais retido, no caso a R-cetamina, mostrou-se mais sensível a esta elevação da 
temperatura provocando urna aproximação entre os picos dos dois enantiômeros à medida 
que a temperatura foi aumentada. Esta aproximação possui influência direta na seletividade 
do sistema onde os valores de a, calculados pela Equação 3.5, são apresentados na Tabela 
4.3. Devido à aproximação entre os tempos de retenção dos dois enantiômeros, foi possível 
observar urna diminuição nos valores de a. Apesar desta variação nos valores de a com o 
aumento da temperatura, o sistema apresentou uma boa separação com valores de 
seletividade superiores a 2. 
Tabela 4.3- Fatores de capacidade (k) e seletividades (a) para cada temperatura estudada a 
vazão de 1 ,O mL/min na separação da mistura racêmica 
Temperatura ec) kt kz a 
10 1,27 3,28 2,59 
20 1,08 2,70 2,50 
25 0,92 2,29 2,49 
30 0,91 2,18 2,41 
40 0,73 1,65 2,24 
50 0,61 1,25 2,07 
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Figura 4.2 -Perfis de eluição da cetamina racêmica (1,5 g/L) a vazão de 1,0 mL/min da 
fase móvel e volume de injeção igual a 20 J.!L: (a) 10 °C, (b) 20 °C, (c) 25 °C, (d) 30 °C, 
(e) 40 e (f) 50 oc. 
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0+-~r-~~~~~~~~~~~~~~~ 
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 
Temperatura ec) 
Figura 4.3 - Tempo de retenção da cetam.ina racêmica como função da temperatura a uma 
vazão de 1,0 mL/min da fase móvel. S-cetam.ina é representada pelo simbolo ( •) e a R-
cetam.ina pelo símbolo (•). 
4.3. Determinação dos perfis de eluição para os enantiômeros da 
cetamina 
Devido ao grande alargamento dos perfis de bandas cromatográficas observadas para 
as temperaturas inferiores a 25°C, optou-se por trabalhar na faixa de temperatura entre 25 e 
50°C. As Figuras 4.4 e 4.5 apresentam os perfis de eluição dos enantiômeros da cetam.ina 
para a faixa de temperatura estudada a uma vazão da fase móvel igual a 1,0 mL/min. Os 
cromatogramas de eluição mostram que o sistema é reprodutivo, visto que os tempos de 
retenção foram praticamente os mesmos para os ensaios realizados em duplicata. 
Os tempos de retenção para os enantiômeros da cetamina, conforme também 
observado nos perfis de eluição da cetam.ina racêmica (Fig. 4.2), diminuíram 
consideravelmente com a elevação da temperatura e este comportamento se mostrou bem 
mais acentuado para a R -cetam.ina. 
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Figura 4.4 - Perfis de eluição da S-cetamina (2,0 g/L) a vazão de 1,0 mL/min da fase 
móvel e volume de ~eção igual a 20 J..I.L: (a) 25°C, (b) 30°C, (c) 40°C e (d) 50°C. 
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Figura 4.5 - Perfis de eluição da R-cetamina (2,0 g!L) a vazão de 1,0 mL/min da fase 
móvel e volume de injeção igual a 20 J..LL: (a) 25°C, (b) 30°C, (c) 40°C e (d) 50°C. 
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4.4. Determinação dos parâmetros de separação cromatográjica 
Os fatores de capacidade e seletividade foram determinados a partir dos tempos de 
retenção observados nos perfis de eluição para ambos os enantiômeros e o TTBB, 
descontando o valor de fM. Os resultados de k e a são apresentados na Tabelas 4.4 para uma 
vazão de 1,0 mL/min, de acordo com as Equações 3.4 e 3.5, para cada temperatura 
estudada. Os subíndices 1 e 2 correspondem aS- cetamina e R -cetamina, respectivamente. 
Tabela 4.4- Fatores de capacidade e seletividade a vazão de 1,0 mL/min dentro da faixa 
de temperatura estudada para os enantiômeros da cetamina 
Temperatura (°C) to(min) (min) tn (min) kl kz a 
25 6,40 12,28 21,04 0,92 2,29 2,49 
30 6,08 11,59 19,35 0,90 2,18 2,41 
40 6,04 10,55 16,10 0,73 1,65 2,23 
50 6,02 9,66 13,56 0,60 1,25 2,07 
Os resultados apresentados mostram que há uma dependência dos fatores de 
capacidade e de seletividade com a temperatura, conforme observado anteriormente na 
Tabela 4.3. A seletividade decresce com o aumento da temperatura, devido a uma maior 
aproximação entre os picos. Estes resultados con:finnam os já determinados com a cetamina 
racêmica Importante ressaltar que, como apresentado na Tabela 4.3, os valores de a 
calculados para a cetamina racêmica são equivalentes aos apresentados na Tabela 4.4. 
4.5. Determinação das constantes de equil1õrio de adsorção linear 
De acordo com as retas obtidas a diferentes temperaturas (Figura 4.6), pela análise do 
primeiro momento (descontando os valores de tM), para os enantiômeros da cetamina, foi 
possível determinar as constantes de equilibrio Kp pelas inclinações das retas entre 1-1. e L/u, 
conforme a Equação 2.17. 
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Figura 4.6 - Determinação das constantes de equihbrio de adsorção para S-cetamina ( •) e 
R-cetamina (•) pela análise do primeiro momento: (a) 25°C, (b) 30°C, (c) 40°C, e 
(d) 50°C. 
Os resultados apresentados na Tabela 4.5 mostram que os valores de Kp são maiores 
que a unidade, decrescendo com o aumento da temperatura. Isto significa que há uma forte 
interação entre cada um dos enantiômeros e a coluna quiral, principalmente a temperaturas 
mais baixas utilizadas na realização dos experimentos. A coluna apresentou uma maior 
afinidade para a R -cetamina, com valores de Kp mais elevados que para a S-cetamina. Isto 
pode ser devido a interações estéricas diferentes entre os enantiômeros e a fase estacionária. 
A aumento dos valores de Kp a temperaturas mais baixas também pode significar uma 
importante contribuição para o alargamento das bandas devido a uma redução da cinética 
de desorção entre os enantiômeros e a fase estacionária. 
Resultados e Discussões 59 
Tabela 4.5- Valores de Kp para os enantiômeros da cetamina 
Te~peraturarc) S-cetamina R-cetamina 
Kp Rz Kp w 
25 2,09 0,99993 5,35 0,99995 
30 1,85 0,99999 4,51 0,99998 
40 1,42 0,99999 3,28 0,99999 
50 1,13 0,99999 2,37 0,99975 
4.6. Determinação dos coeficientes de dispersão axial e dos parâmetros 
de transferência de massa 
Para se avaliar a eficiência da coluna com a mudança na temperatura utilizou-se os 
dados dos primeiro e segundo momentos de ambos os enantiômeros, conforme a Equação 
2.22, e os resultados são apresentados nas Figuras 4.7, 4.8 e 4.9. 
Observando-se as Figuras 4.7, 4.8 e 4.9 foi possível verificar a não existência de um 
mínimo no gráfico de V an Deemter ocorrendo uma dependência linear entre HETP e u, 
indicando que a eficiência da coluna é controlada pelos efeitos de dispersão axial e de 
resistência à transferência de massa. Nota-se também uma forte dependência da eficiência 
com a temperatura e vazão da fase móvel. Para todos os valores de temperatura 
investigados, o isômero mais retido apresentou a menor eficiência, seguido pelo isômero 
menos retido, e finalmente pelo TTBB, que apresentou a maior eficiência dentre os três. A 
combinação entre uma maior eficiência da coluna e uma diminuição nos tempos de 
retenção com a elevação da temperatura são responsáveis pela diminuição nas larguras dos 
perfis das bandas cromatográficas, como observado nas Figuras 4.2, 4.4 e 4.5. 
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Figura 4.8 - Gráfico de V an Deemter para a R -cetamina a: ( 1111) 25°C, ( •) 30°C, (.A) 40°C e 
(T) 50°C. 
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Figura 4.9- Gráfico de Van Deemter para o TTBB a: (11111) 25°C, (•) 30°C, (-".) 40°C e 
(T) 50 °C. 
As Tabelas 4.6, 4.7 e 4.8 apresentam os valores dos parâmetros A e C da equação de 
V an Deemter para ambos os enantiômeros da cetamina e para o TTBB. Os termos A e C 
foram determinados a partir da interseção e inclinação das retas obtidas entre HETP e u, 
respectivamente. 
Tabela 4.6 - Parâmetros A e C da equação de V an Deemter para a S-cetamina 
Temperatura (°C) A (em) C(min) R 
25 0,0377 0,0797 0,99794 
30 0,0359 0,0603 0,99358 
40 0,0222 0,0427 0,99773 
50 0,0212 0,0225 0,99239 
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Tabela 4. 7 - Parâmetros A e C da equação de V an Deemter para a R -cetamina 
Temperatura ec) A(cm) C(min) R 
25 0,0425 0,1773 0,99318 
30 0,0380 0,1420 0,99793 
40 0,0328 0,0682 0,99876 
50 0,0269 0,0412 0,98018 
Tabela 4.8 - Parâmetros A e C da equação de V an Deemter para o TTBB 
Temperatura (°C) A (em) C(min) R 
25 0,0192 0,0209 0,99951 
30 0,0178 0,0183 0,99631 
40 0,0164 0,0144 0,99535 
50 0,0159 0,0105 0,99827 
Os valores de A deveriam permanecer constantes. Entretanto, constatou-se que os 
valores variaram ligeiramente com a temperatura. Jacobson et al. (1993) atribui este 
comportamento a distribuição do tamanho de partículas do material empacotado, e também 
a suas irregularidades. 
Dentro da faixa de vazão da fase móvel utilizada os gráficos de HETP vs u possuem 
um comportamento linear e, a partir da extrapolação das retas obtidas, foi possível 
determinar os valores de A da equação de V an Deemter. O fato de ter sido desconsiderado o 
termo B da equação de Van Deemter, o qual está relacionado com os efeitos da difusão 
molecular, pode justificar esta pequena diferença observada nos valores de A com o 
aumento da temperatura. A influência da difusão molecular para a dispersão axial costuma 
ser pequena e normalmente só é percebida a baixas velocidades de escoamento do fluido. 
De fato, até o menor valor de vazão empregado (0,2 mL/min), essa influência não foi 
sentida. No entanto, como o valor de A corresponde ao ponto de interseção da curva HETP 
vs u com o eixo y, seu valor pode vir a ser influenciado pelo termo correspondente à 
difusão molecular, considerável a valores mínimos de vazão, os quais não foram testados. 
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A partir da Tabela 4.6 a 4.8 foram calculados os valores dos coeficientes de dispersão 
axial e de transferência de massa global, mostrados na Tabela 4.9 e 4.10. Como a mistura 
axial no sistema em estudo foi considerada ser determinada pelo escoamento entre os 
espaços vazios do leito desprezando os efeitos de difusão molecular, esta contribuição para 
HETP dever ser aproximadamente o mesmo para todos os adsorbatos. Isto implica que 
todos o solutos deveriam ter o mesmo HETP, a zero de velocidade superficial da fase 
móvel De futo, para uma dada temperatura, os dois enantiômeros apresentam 
aproximadamente o mesmo valor de Ddu, mas o valor correspondente ao TTBB cai 
ligeiramente. 
Tabela 4.9- Valores de Ddu e km obtidos a partir da análise dos momentos para os 
enantiômeros da cetamina 
Temperatura ec) Dvu (em) km(min-) 
S-cetamina R-cetamina S-cetamina R-cetamina 
25 0,0188 0,0213 5,12 1,51 
30 0,0180 0,0190 7,02 2,07 
40 0,0111 0,0164 10,55 5,05 
50 0,0106 0,0135 20,89 9,52 











Os resultados apresentados na Tabela 4.9 mostram que os valores de km, para ambos 
os enantiômeros, aumentaram com a elevação da temperatura. De acordo com a magnitude 
dos valores de km, observa-se uma baixa transferência de massa na coluna quiral. Conforme 
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afinnado por Miyabe e Guiochon (1999) e Jacobson et al. (1993), a principal contribuição 
para o alargamento das bandas em uma coluna de MCT A é a baixa cinética de transferência 
de massa. De fato, os perfis de eluição da cetamina racêmica, para as temperaturas mais 
baixas investigadas no presente trabalho, nota-se um considerável alargamento das bandas, 
principalmente para o enantiômero mais retido, onde os valores mais baixos de km foram 
encontrados. 
Os valores de difusividade molecular (Dm) foram estimados pela equação de Wilke-
Chang, representada pela Equação 4.2, conforme descrito por Cremasco et aL (2001), 
Miyabe e Guiochon (2000), Miyabe e Guiochon (1999) e Miyabe e SllZU.ki (1992), 
(4.2) 
onde ~ corresponde ao coeficiente de associação do solvente cujo valor é de 1 ,5 para o 
etanol, M é a massa molecular do solvente, 11 é a viscosidade da solução, T é a temperatura 
absoluta, e vb é o volume molar à temperatura de ebulição. o valor de vb para os 
enantiômeros da cetamina foi determinado pelos volumes de Le Bas, de acordo com Welty 
et aL (1984) e Cremasco (1998), e o valor estimado foi de 288,3 g/cm3• Os resultados 
obtidos pelas Equações 4.2 são apresentados na Tabela 4.11. 













Os coeficientes de transferência de massa no filine ( k1) foram estimados pela Equação 
de Wilson-Geankoplis, representado pela Equação 4.3, no qual é válida para sistemas 
líquidos dentro da faixa 0,0015<Rep<55, conforme Cremasco et al. (2001), 
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Sh = dpkf = 1,09 Pe~3 
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onde Shp, Rep e Pe Mp são os números de Sherwood, de Reynolds e de Peclet mássicos da 
partícula, e v é a viscosidade cinemática da solução. 
Nas Tabela 12 15 são apresentados os valores de kfi determinados pela Equação 
4.3, para a faixa de vazão da fase móvel e temperatura investigada no presente trabalho. Os 
resultados apresentados mostram que, para as temperaturas de 25 e 30°C, apenas para as 
vazões de 0,8 e 1,0 mL/min , os valores de Rep encontram-se dentro da faixa onde kj é 
válido. Para as temperaturas de 40 e 50°C, a faixa de vazão onde k1é válido foi de 0,6 a 1,0 
mL/min. 
Tabela 4.12- Variação dos valores de kjcom a velocidade superficial da fase móvel a 
temperatura de 25°C 
Q(mL/min) Rep PeMP kJ(cm/min) 
1,0 0,00199 182 7,25·10-02 
0,8 0,00159 146 7 73·10-02 
' 
0,6 0,00119 109 6 11·10-02 
' 
0,4 0,00079 73 5 34·10-02 
' 
0,2 0,00040 36 4 24-10-02 , 
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Tabela 4.13- Variação dos valores de k1com a velocidade superficial da fase móvel a 
temperatura de 30°C 
Q(mL/min) Rep PeMP kf(cm/min) 
1,0 0,00210 170 7,62·10-02 
0,8 0,00168 136 7 07·10-02 
' 
0,6 0,00126 102 6 43·10-02 
' 
0,4 0,00084 68 5 62·10-02 
' 
0,2 0,00042 34 4 46·10-02 
' 
Tabela 4.14- Variação dos valores de k1com a velocidade superficial da fase móvel a 
temperatura de 40°C 
Q(mL/min) Rep PeMP kf(cmlmin) 
1,0 0,00259 133 8 97·10-02 
' 
0,8 0,00207 106 8 32·10-02 
' 
0,6 0,00156 80 7 56·10-02 
' 
0,4 0,00104 53 6 61·10-02 
' 
0,2 0,00052 27 5,25·10-02 
Tabela 4.15- Variação dos valores de k1com a velocidade superficial da fase móvel a 
temperatura de 50°C 
Q(mL/min) Rep PeMp kf(cm/min) 
1,0 0,00306 110 1,02·10-01 
0,8 0,00245 88 9,52·10-02 
0,6 0,00184 66 8 65·10-02 
' 
0,4 0,00122 44 7 55·10-02 
' 
0,2 0,00061 22 5,99·10-02 
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O coeficiente de transferência de massa externo a partícula ( kJ) é dependente da vazão 
da fase móvel. Os valores de Rep encontrados fora da faixa indicada podem ser atribuídos a 
uma combinação entre as baixas vazões utilizadas e a uma dada temperatura investigada 
De posse dos valores de kf foi possível avaliar a resistência à transferência de massa 
devido ao transporte externo (dp/6kj), como indicado pela Tabela 4.16. 
Tabela 4.16- Resistência à transferência de massa devido ao transporte externo 
u (cm/min) Temperatura (°C) 
25 30 40 50 




1,72 4 95·10-03 
' 




1,29 5 45·10-03 
' 
5,18·10-03 4 41·10-03 , 3 85·10-03 
' 
0,86 6 24·10-03 
' 
5 93·10-03 , 5 04·10-03 , 4 41·10-03 
' 







Com os resultados apresentados na Tabela 4.16 e 4.9 foi possível determinar a 
contribuição resistência à transferência de massa devido à difusão no poro (dil60spDp) e, 
por conseqüência, os valores de Dp, como apresentado nas Tabelas 4.17 e 4.18. Para 
realização dos cálculos foram utilizados os resultados obtidos com a vazão da fase móvel 
igual a 1,0 mL/min (velocidade superficial igual a 2,15 cm/min). 
Tabela 4.17 - Resistência à transferência de massa devido à difusão no poro 
Temperatura (°C) S-cetamina R-cetamina 








40 9,11·1 0-02 1,94·1 o-OI 
50 4 46·10-02 
' 
1,02·1 o-OI 
Tabela 4.18- Valores de difusividade no poro 
Temperatura ec) Dp (em /min) 
S-cetamina R-cetamina 
25 7 95·10-07 
' 
2 29·10-07 , 
30 1 10·10-06 
' 
3 16·10-07 , 
40 1 66·10-06 , 7 80·10-07 
' 




Os resultados mostram que a cinética de transferência de massa é controlada pela 
difusão nos poros das partículas. Comparando o valor de Dm calculados para os 
enantiômeros da cetamina a 40°C, estimados pela Equação 4.2, isto é, 1,26·10-05 cm2hnin, 
os valores de Dp são menores que Dm por um fator aproximado de 8 para a S-cetamina e 16 
para a R-cetamina. Conforme relatado por Miyabe e Guiochon (1999), o estudo cinético da 
transferência de massa do enantiômero (S) da base de Trõger em MCT A e etano! como fase 
móvel apresentou valor de Dp menor que o valor de Dm na ordem de 160, para uma 
temperatura de 40 °C. Guiochon et aL (1994) afirma que resultados experimentais 
apresentam valores de Dp menores que Dm entre 3 e 30 vezes, para empacotamentos 
cromatográficos típicos onde a porosidade da partícula encontra-se numa faixa entre 0,30 e 
0,70. As taxas Dp/Dm estimadas neste estudo estão de acordo com a afirmação prevista, 
conforme a Tabela 4.19. Provavelmente, a baixa eficiência da coluna para os enantiômeros 
da cetamina (o qual apresentou a uma temperatura de 25°C Np=715 para o TTBB, Np=279 
para S-cetamina, Np= 167 para R-cetamina) possa ser explicado pelos baixos valores de Dp. 
Tabela 4.19 - Variação na taxa Dp!Dm com a temperatura para os enantiômeros da 
cetamina 
Temperatura ec) S-cetamina R-cetamina 
25 12 40 
30 9 31 
40 8 16 
50 5 10 
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4. 7. Análise termodinâmica de adsorção 
A Equação 4.4, derivada da equação de Gibbs-Hehnholtz, permite a determinação da 
entalpia molar de adsorção, !Vlads, através da relação entre a constante de equilibro de 
adsorção linear, I<;,, e a temperatura absoluta, 
(4.4) 
onde R representa a constante universal dos gases [Miyabe e Guiochon, 1999; Seidel-
Morgenstern e Guiochon, 1993b]. 
De acordo com a Equação a partir da inclinação das retas obtidas entre ln Kp e 












0,00305 0,00310 0,00315 0,00320 0,00325 0,00330 0,00335 0,00340 
1/T(Kl) 
Figura 4.10 - Dependência da constante de equihbrio de adsorção linear (Kp) com a 
temperatura para os enantiômeros da cetamina. S-cetamina é representada pelo símbolo ( •) 
e a R-cetamina pelo símbolo (•). 
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Observou-se uma dependência linear entre In K.p e 1/T onde a S-cetamina apresentou 
um valor de f:..Hads igual a -19,915 k.J/mol enquanto que a R-cetamina um valor de Allads 
igual a -26,020 k.J/mol. Apenas para efeito de comparação é interessante observar os 
resultados apresentados por Jacobson et al. (1993), com relação a separação 
cromatográfica do enantiômeros da base de Trõger em MCT A e etanol a várias 
temperaturas. Estes autores encontraram valores de Allads igual a -20,1 kJ/mol para o 
enantiômero menos retido e -22~3 kJ/mol para o enantiômero mais retido. 
Experimentos com soluções concentradas 
4.8. Determinação das isotermas de adsorção 
A Figuras 4.11 apresenta as curvas de calibração absorbância vs concentração obtidas 
para os enantiômeros da cetamina. A partir destas curvas de cahbração foi possível calcular 
as concentrações das amostras coletadas durante os experimentos para obtenção das 
isotermas de adsorção. 
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Figura 4.11 -Curva de calibração absorbância vs concentração para os enantiômeros da 
cetamina: (a) S-cetamina; (b) R -cetamina. 
Para concentrações da S-cetamina superiores a 1,26 g/L e da R-cetamina superiores a 
1,50 g/L, de acordo com as curvas de calibração, foi necessário diluir as amostras para que 
estas se encontrassem dentro da região linear e, :fina1mente, para que pudessem ser 
efetuadas as leituras no espectrofotômetro. 
A Figura 4.12 apresenta os cromatogramas da análise frontal obtidos a temperatura de 
25°C para ambos os enantiômeros da cetamina As curvas de rupturas múltiplas foram 
obtidas a uma vazão total de 1,0 mL/min com passos de concentração de 1,0 g!L de c0 = 1,0 
g!L a c0 = 5,0 g/L. As curvas de ruptura para os isômeros da cetamina apresentam uma 
diferença significativa com relação ao tempo para que estes enantiômeros atinjam o 
equihbrio, ou seja, até atingir o platô. De fato, o enantiômeros mais retido (R-cetamina) 
leva mais tempo para atingir o platô devido a sua maior retenção provocada pela maior 
afinidade pela coluna quiral. 
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Figura 4.12 - Análise frontal para determinação das isotermas de adsorção dos 
enantiômeros da cetamina a 25°C. As leituras no espectrofotômetro foram realizadas com 
comprimento de onda igual a 254 nm. 
As isotermas de equilibro obtidas pela adsorção dos enantiômeros da cetamina em 
MCTA a 25°C são apresentadas na Figura 4.13. A quantidade de soluto adsorvida na fase 
estacionária (q) em equihbrio com a quantidade de soluto na fase móvel (c), para cada 
enantiômero da cetamina, foi obtida através da Equação 2.33. 
Os pontos experimentais foram ajustados pelo software ORIGIN 6.0, pelos modelos 
de isotermas de adsorção de Langmuir (L), Langmuir-Freundlich (LF) e Tóth (T), os quais 
foram previamente discutidos no Capítulo 2. Os modelos citados descrevem bem as 
isotermas experimentais apresentando bons coeficientes de correlação R2, conforme Tabela 
4.20. Apesar do modelo de Tóth ter apresentado um bom coeficiente de correlação para 
ambos os enantiômeros, nota-se que, para a R -cetamina o parâmetro a da isoterma 
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Figura 4.13 - Isotennas de adsorção dos enantiômeros da cetamina em MCT A a 
25 oc obtidos pelo método da análise frontal S-cetamina é representada pelo simbolo ( •) e a 
R-cetamina pelo simbolo (•). 
Tabela 4.20 - Parâmetros das isotermas de adsorção obtidos pela análise frontal 
Modelo Parâmetros S-cetamina R-cetamina 
a 2,81605 ±0,11727 7,10175 ±0,68023 
L b (L/g) 0,20134 ±0,0195 0,10947 ±0,03486 
Rz 0,99888 0,99664 
a 2,82632 ±0,12759 6,8747 ±0,46434 
LF b (L/g) 0,23455 ±0,04572 0,18848 ±0,03025 
u 1,10074 ±0,13907 1,34663 ±0,17254 
R' 0,99904 0,99855 
a 3,03323 ±0,4528 11,08519 ±5,3693 
T b (L/g) O, 17797 ±0,03491 0,11532 ±0,02036 
u 1,15824 ±0,3057 1,76385 ±1,03254 
R:l 0,99898 0,99754 
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Estudos realizados por Seidel-Morgenstem e Guiochon (1993a), Seidel-
Morgenstem e Guiochon (1993b) e Seidel-Morgenstem et aL (1993), tendo MCTA 
como fase estacionária e etanol como fase móvel para separação cromatográfica dos 
enantiômeros da base de Trõger, apresentam como resultados isotermas de adsorção 
ajustadas pelo modelo de Langmuir para o enantiômero menos retido enquanto que para o 
enantiômero mais retido o melhor ajuste foi obtido pelo modelo quadrático. 
4. 9. Estudo da sobrecarga da coluna 
A Figuras 4.14 apresenta os cromatogramas para três injeções consecutivas, com 
volumes de i.IYeção diferentes (20, 50 e 200 a 20 g/L, dos enantiômeros da cetamina 
com vazão da fase móvel a 1,0 mL/min e temperatura a 25 °C. Foi possível observar que 
para volumes menores de injeção houve uma maior alargamento dos picos. Com o aumento 
do volume de injeção houve uma melhor definição dos perfis de eluição gerando para 
ambos enantiômeros uma ligeira diminuição nos tempos de retenção sendo que para o 
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Figura 4.14 - Perfis de eluição para injeções de soluções concentradas (20 g/L) dos 
enantiômeros da cetamina a 25°C e 1,0 m.L/min: (a) S-cetamina; (b) R-cetamina. Volumes 
de injeção: 20, 50 e 200 J.!L. 
Seidel-Morgenstern et aL (1993a) e Seidel-Morgenstern e Guiochon (1993) 
constataram que, para a base de Trõger (em MCTA como fase estacionária e etanol como 
fase móvel) o enantiômero menos retido possui um comportamento análogo ao observado 
para os enantiômeros da cetamina. Entretanto, para o enantiômero mais retido um 
comportamento incomum foi observado. Inicialmente houve um aumento nos tempos de 
retenção, porém com volumes de injeções maiores houve uma diminuição significativa no 
tempo de retenção. Este comportamento incomum descrito pelos autores foi justificado pelo 
tipo de isoterma de adsorção (isoterma quadrática). Este comportamento também foi 
reportado por Okamoto et aL (1984b). Mihlbachler et aL (2002) relata o mesmo 
comportamento para o enantiômero mais retido da base de Trõger tendo como fase 
estacionária a Chiralpak: AD e 2-propanol como fase móvel. Porém, para o enantiômero 
menos retido houve um aumento nos tempos de retenção. 
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5 .. Conclusões 
Neste trabalho é aplicado um procedimento para a determinação experimental de 
parâmetros essenciais que descrevem e quantificam a forma como ocorre a separação dos 
enantiômeros de uma mistura racêrnica através da utilização de uma fase estacionária 
quiral, em um sistema de cromatogra:fia líquida de alta eficiência (CLAE). Os parâmetros 
determinados são de importância fundamental para se projetar experimentos no sistema de 
cromatografia contfu.ua (leito móvel simulado), o qual faz parte da linha de pesquisa do 
laboratório de biosseparações, do Departamento de Processos Biotecnológicos da 
Faculdade de Engenharia Química- UNICAMP. 
Os estudos aqui apresentados mostraram que o MCT A pode ser utilizado na 
separação cromatográ:fica dos enantiômeros da cetamina. Para a faixa de temperatura e 
vazão abordada na execução dos experimentos o sistema apresentou valores de seletividade 
relativamente altos, com valores acima de 2,0. 
O método dos momentos foi empregado na determinação de parâmetros como a 
porosidade total do leito de MCT A, das constantes de equihbrio, dispersão axial e os 
coeficientes de transferência de massa global. A fase estacionária exibe uma maior 
afinidade para a R -cetamina. Os valores das constantes de equihbrio decresceram com o 
aumento da temperatura sendo que para o S-cetamina este decréscimo foi 39% e para o R-
cetamina 4 7%. Os valores de dispersão axial praticamente permaneceram constantes para 
os dois enantiômeros da cetamina para cada temperatura estudada, caindo ligeiramente com 
relação ao TTBB. Os valores dos coeficientes de transferência de massa global aumentaram 
com a elevação da temperatura de 5,12 min"1 para 20,89 min"1 com relação à S-cetamina e 
de 1,51 min-1 para 9,52 min-1 com relação à R-cetamina. Estes resultados mostram que há 
uma relativa baixa cinética de transferência de massa na coluna quiral, com valores mais 
elevados para uma temperatura de 50°C. 
Pode-se ainda concluir que o grande alargamento das bandas cromatográficas 
observadas para os valores de temperatura mais baixos investigados neste trabalho é devido 
às interações mais fortes entre a fase estacionária e os enantiômeros da cetamina como 
também à cinética de transferência de massa. De fato, com a elevação da temperatura foi 
possível observar uma melhora significativa nos perfis de bandas cromatográficas. Os 
resultados mostram claramente que a elevação da temperatura provoca uma diminuição nos 
valores das constantes de equilibrio e um aumento nos valores dos coeficientes de 
transferência de massa global contribuindo para uma diminuição na largura dos picos. 
A resistência à transferência de massa devido à difusão no poro é controladora dos 
processos de transferência de massa na coluna quiral. 
provavelmente deva-se aos baixos valores de Dp. 
baixa eficiência da coluna 
A análise frontal adaptada para um protocolo que utiliza degraus sucessivos (curvas 
de rupturas múltiplas), para a determinação das isoterrnas de adsorção mostrou ser um 
método bastante rápido e eficaz. Uma das grandes vantagens deste método é o relativo 
baixo consumo de material. Os dados de equilibrio determinados neste estudo podem ser 
descritos satisfatoriamente pelos modelos de Langmuir, Langmuir-Freundlich e Tóth. 
Experimentos de sobrecarga foram realizados com os enantiômeros puros. Foi 
observado um maior alargamento das bandas cromatográficas a volumes mais baixos de 
injeção e um decréscimo constante nos tempos de retenção à medida que foi aumentado o 
volume de injeção. Este comportamento pode ser associado ao tipo do modelo de isoterma 
de adsorção o qual os dados experimentais foram ajustados. 
Sugestões para futuros trabalhos 
Os resultados obtidos na presente dissertação de mestrado possibilitaram a avaliação 
de aspectos de separação, de transferência de massa e de equihbrio para a separação 
cromatográ:fica da cetamina na fase estacionária MCT A. 
As metodologias implantadas poderão servir como ferramentas experimentais de 
análise de outros sistemas de separação incluindo outras misturas racêmicas e diversas fases 
estacionárias. Neste sentido apresentamos como sugestões para futuros trabalhos na área 
aboradada: 
., Estudar a dependência da concentração no processo de transferência de massa; 
111 Determinação das isotermas de adsorção a temperatura de 30, 40 e 50 °C visando a 
utilização destes resultados para projetar experimentos no leito móvel simulado a 
temperaturas elevadas que 25 °C; 
111 Determinação das isotermas de adsorção competitivas; 
111 Estudar a simulação computacional dos perfis de eluição obtidos neste trabalho; 
• A implantação dos dados obtidos na análise da separação da cetamina utilizando MCTA 
em um sistema preparativo do tipo leito móvel simulado, de modo a auxiliar a 
interpretação mais completa do processo de separação em maior escala. 
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